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The Effect of Roentgen Rays on Protoplasmic Viscosity 
Changes During Mitosis’ 
By 
Walter L. Wilson’ 


(The Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Mass., and the Zoological 
Laboratory, University of Pennsylvania Philadelphia, Pa.) 


With 3 Text-figures 


(Received Nevember 8, 1949) 


For the biologist interested in cell division, ionizing radiations fur- 
nish a convenient means for altering the normal cycle of events in a living 
cell. Since the discovery of X-rays in 1895 and of radium rays in 1898. 
a vast literature has resulted from investigations of the effect of these rays 
on all types of living cells. Convenient material for studying radiation 
effects on cell division are the sperm and eggs of various fresh water and 
marine animais (see, for example, O. Hert wig, 1911: G. Hert wig, 1911, 
1912: Richards, 1914; Packard, 1914, 1915: Mavor and DeForest. 
1924). One of the effects of radiation is an inhibition or a delay in cell 
division. Henshaw has made a series of studies of this cleavage delay in 
the eggs of the sea-urchin, Arbacia punctulata. His results show that radia- 
tion of the egg or sperm or both the egg and sperm produces a delay in 
the time of first cleavage, and that this delay is a function of the dosage of 
radiation. 

At the present time there is no satisfactory explanation of how radia- 
tions bring about their effects on cell division. However, any theory con- 
cerning cell division must consider the fact that protoplasm is a colloidal! 
system. Some years ago Heilbrunn (1921) showed that when a living 
cell passes through its mitotic cycle ithe protoplasm first undergoes a 
great increase in viscosity, and following this increase the protoplasm 
returns to its original fluid condition. Then just prior to the division of the 
cell the protoplasmic viscosity increases again. Recentiy this work has 


1 A dissertation in Zoology presented to the faculty of the Graduate School of 
the University of Pennsylvania in partial fulfillment of the requirements for the 
Degree of Doctor of Philosophy. The research was supported in part by a grant 
from the United States Public Health Service administered by Dr. L. V. Heil- 
brunn. 

2 Present address: Department of Physiology and Biophysics, College of 
Medicine, University of Vermont, Burlington, Vermont. 


Protoplasma, Bd. NXXIX/3. 20 








306 W. L. Wilson 


been confirmed, and the protoplasmic viscosity changes have been corre- 
lated minute by minute with the stages of the nuclear cycle (Heilbrunn 
and Wilson, 1948). Thus, the first protoplasmic gelation appears just 
before the appearance of the mitotic spindle. As the chromosomes move 
to the equatorial plate the viscosity progressively decreases, reaching its 
original fluid state at the time of the metaphase. During the anaphase the 
viscosity again increases. 

Because of the fact that X-rays can alter the course of normal cell 
division, it is of interest to investigate the effect these rays have on the 
protoplasmic viscosity changes occurring in dividing cells. 


Methods 


Three types of experiments were carried out on fertilized eggs of 
Arbacia punctulata. In these experiments the relative protoplasmic vis- 
cosity was determined at various intervals between fertilization and first 
cleavage after (1) irradiated eggs were fertilized with normal sperm. 
(2) normal eggs were fertilized with irradiated sperm, and (3) irradiated 
eggs were fertilized with irradiated sperm. 

Also, in order to extend previous experiments done in collaboration with 
Dr. Karl Wilbur (see, Wilbur and Recknagel, 1943, pp. 197-198), a 
series of experiments were carried out on the unfertilized eggs of the sea- 
urchin, Arbacia punctulata, and on the unfertilized eggs of the annelid 
worm, Chaetopterus pergamentaceus. In these experiments the unfertilized 
eggs were irradiated, and at intervals after irradiation the eggs were tested 
to determine whether or not there had been a change in the relative proto- 
plasmic viscosity. 

In all experiments on Arbacia, eggs and sperm were obtained by shed- 
ding. Shedding was induced by cutting and removing a circular section of 
the test on the oral surface, including the mouth parts, and pulling out 
sections of the intestine. No chemical agents, such as potassium chloride, 
were used to induce shedding. Female Arbacia were placed oral side up 
in a stender dish which was filled with approximately 30 ml. of sea-water. 
The eggs then exuded into the sea-water. The eggs were washed twice by 
decantation, and then were gently poured into a finger-bowl containing 
approximately 200 ml. of sea-water. After the eggs had settled to the 
bottom of the bowl the excess sea-water was decanted. Fresh sea-water 
was added to the finger-bowl, and the latter was inclined at an angle of 
approximately 30 or 40 degress so that as the eggs settled to the bottom 
they would become concentrated in one part of the bowl. This concen- 
trated suspension served as the stock suspension of eggs. This supply of 
eggs was kept at a temperature of approximately 17 or 18 degrees C. by 
placing the finger-bowl in running, cold water on the sea-water table. 

After a section of the test had been removed, male Arbacia were placed 
oral side up on the lid of a stender dish for several minutes to permit the 
sea-water on the test to drain off. The sea-urchin was then removed to a 
dry stender dish in order that the sperm could be collected in a“ dry”. 
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condition. A standard sperm suspension was made by adding one drop of 
“dry” sperm to 10 ml. of sea-water. 

When Chaetopterus worms have been removed from their parchment- 
like tubes, the sexes can be differentiated easily by observing the colour of 
the gametes contained in transparent posterior parapodia. The eggs are 
yellow and the sperm are white. Several posterior segments of a worm 
were cut off and placed in a stender dish containing about 20 ml. of sea- 
water. The parapodia of these excised segments were cut open, and as 
a result the eggs or the sperm, as the case might be, exuded into the sea- 
water. Eggs were filtered through cheescloth to remove the excess jelly 
and extraneous tissue, and then were washed several times by decantation. 
A sperm suspension was prepared by removing the parapodia and segments 
from the stender dish with a pair of tweezers, and then adding to the 
original 20 ml. another 10 ml. of sea-water. One drop of this suspension 
was used to fertilize a sample of eggs. For any given experiment the eggs 
of only one femaie were used. 

In all experiments, the eggs or the sperm, as the case might be, were 
not used unless 95% fertilization was obtained. 

The source of roentgen radiation was two water-cooled Coolidge tubes. 
One tube was directly above the other, thereby providing a cross-fire beam 
of radiation. Thus the living cells received radiation simultaneously from 
above and below. The Cooiidge tubes were operated in alternate parallel, 
thereby providing self-rectification. The potential difference on each tube 
was 180 kv., and the tube current in each tube was 23 ma. The target 
distance was 9.5 cm. At this target distance the intensity of the radiation 
was 5,600 r/m. No filter was used except that inherent in the glass of the 
X-ray tubes. On warm days an electric fan was directed toward the dish 
containing the cells, and in no experiment did the temperature of the sea- 
water containing the living cells rise above 25 degrees C. In the great 
majority of experiments the temperature of the sea-water during the period 
of radiation was about 22 to 24 degrees C. After irradiation the cells were 
placed in a constant temperature bath and maintained at a temperature of 
23 degrees C. for the duration of the experiment. 

Viscosity measurements were made by an Emerson hand centrifuge. The 
effective radius of turn was 6.3 cm., and the centrifuge handle was turned 
once in two seconds. For each turn of the centrifuge handle the head of 
the centrifuge made 170 revolutions. The centrifugal force acting on the 
eggs was calculated to be approximately 1885 times gravity. For experi- 
ments on Arbacia eggs, 0.73 M. sucrose solution was placed in the bottom 
of the centrifuge tubes to prevent the eggs from smashing and packing in 
the bottom of the tubes during centrifugation. Each tube was filled to the 
same depth with ihe sucrose solution so as not to change the effective 
centrifugal force acting on the eggs. The egg suspension was added to the 
centrifuge tubes in such a manner as to allow a smail air space to remain 
between the sucrose solution and the egg suspension. This procedure pre- 
vents to a large extent the mixing of the sucrose solution and the sea- 
water, and the eggs form a thin layer at the interface of the sucrose 
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solution and the sea-water. After centrifugation the eggs were removed to 
a glass slide for observation under low power magnification of a micro- 
scope. For Arbacia the end point used was the time necessary to form 
a clear zone % the diameter of the egg in 80% of the eggs. 

In experiments with the eggs of Chaetopterus no sucrose solution was 
used in the centrifuge tube, because the period of centrifugation was short 
and the eggs did not become tightly packed in the bottom of the tube. In 
these experiments then, the radius of turn of the centrifuge was 8.3 cm.. 
and the effective centrifugal force was 2.412 times gravity. The end point 
used for the Chaetopterus egg was the time necessary to form a clear 
zone % the diameter of the egg in 80% of the eggs. 

For the experiments on unfertilized eggs of Arbacia and Chaetopterus, 
the procedure was as follows: Two stender dishes, each containing 23 ml. 
of sea-water, were placed in the constant temperature bath, and to one of 
these dishes 20 drops of eggs from the stock suspension was added. When 
the temperature of the sea-water in the stender dish came to equilibrium 
with the temperature of the water of the constant temperature bath, viscosity 
tests were carried out on the eggs to determine the end point. Then 5 drops 
cf eggs from the stender dish were placed in a small celluloid dish con- 
taining 5 ml. of sea-water and taken to. the X-ray room to be irradiated. 
Less than 2 minutes after the end of irradiation the eggs were poured 
into the second stender dish which had been placed in the constant 
temperature bath. At intervals after irradiation the untreated eggs and 
the irradiated eggs were centrifuged simultaneously, the treated eggs in 
one arm of the centrifuge and the untreated eggs in the other arm. The 
end point had previously been determined in the control eggs. The 
irradiated eggs were then compared with the control eggs for protoplasmic 
viscosity changes. 

For studying the viscosity changes between fertilization and first 
cleavage in Arbacia the foliowing procedure was used. The general shape 
of the curve was obtained by centrifuging ithe control eggs and the treated 
eggs simultaneously in the same centrifuge at various intervals after 
fertilization and recording the variation in the width of the clear zones in 
the eggs. When the general shape of the curve had been determined. 
another method was used to locate the points more accurately. This method 
consisted of varying the period of centrifugation in order to obtain a clear 
zone % the diameter of the egg in 80% of the eggs. First the unfertilized 
control eggs were centrifuged to find the end point. A batch of eggs. or 
sperm, was then irradiated. and the control eggs and the experimental 
eggs were fertilized at the same time. Then at various intervals after 
fertilization, samples of control eggs and of experimental eggs were ceniri- 
fuged simultaneously. Two centrifuges of the same model and having the 
same centrifugal force were used in each experiment. Thus for a given 
time after fertilization, each centrifuge could be turned for a different 
length of time. A specific example will make this clear. From _ preli- 
minary experiments it was known that at about 4 minutes after fertili- 
zation, for example, the viscosity of the fertilized eggs did not differ much 
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from that of the unfertilized eggs. ‘Thus if in the unfertilized egg the end 
point was 50 seconds, then at 4 minutes after fertilization centrifuge 
number one was turned for 60 seconds and centrifuge number two was 
turned for 40 seconds. Let us assume that 40 seconds was not enough and 
60 seconds was too much for the desired end point. This first batch of eggs 
was centrifuged at other time intervals after fertilization until the time of 
first cleavage. Then a second batch of eggs, or sperm, was irradiated and 
fertilized, and at 4 minutes after fertilization the control eggs and the 
experimental eggs were centrifuged for 50 seconds to pick up the point 
missed on the first batch of eggs. In most of the experiments no attempt 
was made to determine viscosity values closer than 10 second intervals. 
For a given time after fertilization, the end point was occasionally obtained 
on the first batch of eggs, but more often a secon: or a third batch of eggs 
was needed to determine the end point. 

In a given experiment the eggs of only one female and the sperm of 
only one male were used. The eggs and sperm were irradiated in small 
celluloid dishes. In the experiments in which eggs were irradiated, 5 drops 
of eggs in 3ml. of sea-water were treated. After irradiation these eggs 
were transferred to one of two stender dishes each containing 23 ml. of 
sea-water. The second stender dish contained 5 drops of control eggs. 
The eggs in each stender dish were fertilized with 3 drops of non-treated 
sperm. In the experiments in which sperm were irradiated, 5 ml. of the 
standard sperm suspension were treated. 3 drops of irradiated sperm were 
used to fertilize 5 drops of non-treated eggs in one of two stender dishes 
each containing 25 ml. of sea-water. The second dish contained 5 drops of 
non-treated eggs, and these eggs were fertilized with 3 drops of non-treated 
sperm. In the experiments in which eggs and sperm were irradiated, both 
were irradiated simultaneously in separate dishes, and the 3 drops of 
irradiated eggs were transferred to a stender dish containing 23 ml. of sea- 
water and fertilized with 3 drops of the irradiated sperm. <A _ second 
stender dish contained 5 drops of non-treated eggs in 235 ml. of sea-water. 
and these eggs were fertilized with 3 drops of non-treated sperm. In all 
experiments, fertilization was carried out 3 minutes after the end of 
irradiation. All experiments were carried out at a temperature of 23 de- 
grees C. 

In the experiments in which irradiated eggs were fertilized with normal 
sperm, and in which normal eggs were fertilized with irradiated sperm. 
a dose of 10,000 roenigens was employed. In the experiments in which 
irradiated eggs were fertilized with irradiated sperm, a dose of 5,000 roent- 
gens was employed. These doses were selected because they produced a 
cleavage delay with which it was convenient to work. 


Results 


The results of the effect of roentgen rays on the relative protoplasmic 
viscosity of unfertilized eggs of Arbacia and of Chaetopterus are sum- 
marized in Table I. For Arbacia, doses of 10,000, 25,000. and 50,000 roent- 
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gens produced no effect on protoplasmic viscosity in the interval extending 
from a few minutes after the end of irradiation to slightly more than an 
hour after the end of irradation. The exact times at which the viscosity 
was measured are shown in Table I. Although no viscosity changes could 
be detected, the doses employed cause a drastic effect on cleavage time. 


Table 1. The effect of roentgen ravs on the protoplasmic vis- 


cosity oftheunfertilizedeggs of Arbacia and of Chaetopterus. 














Dose in r., Time, in minutes, after end of Comparison of 
at 5,600 r/m irradiation when centrifuged zones 

10,000 4°90 ZO’ 330) 40) RN GO 

10,000 6. 16.) 26736. 465, 56.66 

10,000 6... 26.36 46: 56. G6 

25,000 4 14 24 34 44 54 64 1/4 zone in 
Arbacia 29,000 A. C8. 2h SS et - Be Ge control and in 

25,000 5 IR 25. 3S. 45. BS: 65 experimental 

50,000 3 10° 20° 2" 40° “56 

50,000 4 14 24 34 44 54 = 64 

50,000 5 95. 25. 8. 4B 5B. Oe 

5,600 Sr Ee 25 50 

5,600 a 32 58 

10,000 4 14 24 34 44 54 64 

10,000 4 14 24 34 44 54° 64 

10,000 5) > 925" FS5t Gane BB. 1265 

11,200 rz 37 55 ti e i 
Chaet- 11,200 | 8 14 28 58 Pi fas rou gl 
opterns experimental 

22,400 B 8S 129 58 

25,000 4 14 24 34 44 54 64 

25,000 4 14 24 34 44 54 64 

25,000 ys | a7 ie Ja Rs 

50,000 5 1S. 28 335 45. 55.1165 


The smallest dose employed (10,000 r.) produces a cleavage delay of about 
42 minutes. The results of these experiments are in agreement with the 
results of the experiments carried out by Wilbur and Wilson 
(published by Wilbur and Recknagel, p. 197-198, 1943). Wilbur 
and Wilson measured the viscosity of unfertilized Arbacia eggs irradiated 
with 30,400 r. However, tests were made only at 23 minutes after the end 
of irradiation. Under these conditions no change in relative protoplasmic 
viscosity was found. There was the possibility that there may have been 
a change in viscosity produced by larger or smaller doses of radiation than 
30,400 r., and at time intervals after the end of irradiation other than 
23 minutes. The present experiments on unfertilized eggs were carried 
out to check this possibility. 
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In Chaetopterus, doses of 5,600, 11,200, 22,400, 25,000, and 50,000 roent- 
gens produced no effect on the relative protoplasmic viscosity of the 
unfertilized egg in the interval extending from a few minutes after the 
end of irradiation to slightly more than an hour after the end of irradation. 
Also, in Chaetopterus, roentgen radiation produces no significant delay in 
the time of first cleavage. 
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Fig. 1. Irradiated Arbacia eggs fertilized with normal sperm. 


A broken line represents the control; a solid line represents the experimental. 
In those sections of the curves in which only a solid line appears, the solid line 
represents both control and experimental. 

Experimental eggs: A W represents a test which produced a hyaline zone in 
the eggs greater than that chosen for the end point; a 4 represents a test which 
produced a hyaline zone less than that chosen for the end point; a@ represents 
the end point. 

Control eggs: A V represents a test which produced a hyaline zone in the eggs 
greater than that chosen for the end point; a A represents a test which produced 
a hyaline zone less than that chosen for the end point; a © represents the end 
point. 

When the control and experimental fall on the same point, the symbol is half 
solid and half outlined. 


Fig. 1 shows a typical curve of the protoplasmic viscosity changes 
occurring between fertilization and first cleavage in Arbacia in irradiated 
eggs fertilized with normal sperm. Very similar curves were obtained in 
nine other experiments. In this experiment the viscosity of the unferti- 
lized egg was 60. In the fertilized control eggs at 3 minutes after ferti- 
lization, the viscosity was the same as that of the unfertilized eggs. At 
9 minutes after fertilization the viscosity had greatly increased, having 
a value of 170. In a given experiment it is not possible to get as many 
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points on the curve as is desired. Therefore, in Fig. 1, although the in- 
crease is represented as starting at 3 minutes after fertilization, actually 
it does not start for several minutes after this. At 15 minutes the viscosity 
had increased to 210. 22 minutes after fertilization the viscosity was 
again 210, but at 28 minutes it had dropped to 180. At 34 minutes the 
viscosity value was 120. 41 minutes after fertilization 90 was not quite 
enough and 130 a great deal too much, so the value is close to 100. At 
45 minutes, several minutes before cleavage, the viscosity was 90. In the 
irradiated eggs, up until 22 minutes after fertilization, the curve is almost 
identical with the control curve. It differs slightly at 9 minutes, at which 
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Fig. 2. Normal Arbacia eggs fertilized with irradiated sperm. 


time the irradiated eggs have a value slightly higher than thé control eggs. 
In three other experimenis in which the viscosity was tested at 9 minutes 
after fertilization, the control and irradiated eggs were the same, and in 
one experiment the control eggs were slightly higher than the irradiated 
eggs. At 28, 34, 41, and 47 minutes the viscosity of the irradiated eggs is 
high, having a value of 210. There is a slight decrease at 54 minutes, and 
this decrease progresses up to 83 minutes, at which time the value is 90. 
At 88 minutes there is a slight increase. The cleavage time of the irradiated 
eggs was 92 minutes. 

In three experiments in which radiated eggs were fertilized with normal 
sperm, the viscosity of the irradiated eggs rose to a much higher level than 
that of the control eggs. In one of these experiments, the viscosity of the 
irradiated eggs increased from a value of 80 at 6 minutes after fertilization 
to a value of 690 at 18 minutes after fertilization, while the viscosity of the 
control eggs increased from a value of 100 at 6 minutes after fertilization 
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to a value of 490 at 18 minutes after fertilization. At 42 minutes after 
fertilization the viscosity of the control eggs dropped to a value of 120. 
In the irradiated eggs, at 39 minutes after fertilization, the viscosity value 
was again 690, but shorily after this time it decreased, reaching a value of 
160 at 80 minutes after fertilization. The cleavage time for the irradiated 
eggs was 88 minutes. No curve is shown for this experiment, because it 
was impossible to get sufficient points. These three experiments were done 
early in the season, and it is possible that the eggs were not entirely normal. 
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Fig. 3. Irradiated Arbacia eggs fertilized with irradiated sperm. 














Fig. 2 shows the protoplasmic viscosity changes occurring in normal 
eggs fertilized with irradiated sperm. The results in this experiment are 
very similar to the results shown in Fig. 1, and were repeated in nine other 
experiments. At 6 minutes after fertilization there is a slight decrease 
in the viscosity of the control and the experimental eggs, each having a 
value of 90. This decrease in viscosity shortly after fertilization was seen 
a number of times in all three types of experiments. There is a sharp 
increase followings this. reaching a value of 65 at 12 minutes and a value of 
90 at 60 minutes after fertilization. At 21 and 26 minutes both the control 
and experimental eggs have values of 90, but at 32 minutes the viscosity 
of the control is 50, while that of the experimental remains at 90. At 
41 minutes the control eggs have a viscosity value of 35 and the ex- 
perimental eggs have a value of 90. The cleavage time of the control eggs 
was 46 minutes. The viscosity of the experimental eggs decreases slightly 
at 45 minutes, having a value of 85. The viscosity progressively decreases, 
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having a value of 60 at 54 minutes, 50 at 58 minutes, 50 at 60 minutes, 
45 at 63 minutes, 40 at 66 minutes, 40 at 68 minutes, and 35 at 71 minutes. 
At 74 minutes the viscosity increased to a value of 40. The cleavage time 
of the experimental eggs was 79 minutes. 

Fig. 3 shows the protoplasmic viscosity changes occurring in irradiated 
eggs fertilized with irradiated sperm. This curve is similar to the curves 
in Fig. 1 and 2, and similar results were obtained in seven other experiments. 
From a value of 35 at 6 minutes after fertilization, both control and ex- 
perimental eggs increase in viscosity to a value of 70 at 18 minutes after 
fertilization. The viscosity of the control begins to drop at 24 minutes. At 
42 minutes afier fertilization the viscosity of the control has dropped to 35. 
The cleavage time of the control eggs was 46 minutes. The viscosity of 
the treated eggs remains high, having a value of 70 at 24, 30, 36, 42, and 
48 minutes after fertilization. The viscosity then decreases reaching a 
value of 30 at 90 and 96 minutes after fertilization. The cleavage time of 
the experimental eggs was 98 minutes. 

Thus, in the three types of experiments on fertilized Arbacia eggs, very 
similar results were obtained. In both control and experimental eggs, the 
viscosity remains low for a short time after fertilization. Then there is 
a sharp increase in viscosity, and both the control and experimental eggs 
increase to the same level. The viscosity of the control eggs remains high 
for a short time and then decreases to about the original low value shortly 
before cleavage. The viscosity of the experimental eggs remains high for 
about two or three times as long as that of the control eggs and then de- 
creases to about the original low value shorily before cleavage. 

Just before cleavage, in both control and experimental eggs, there is an 
increase in viscosity. This is not shown in the figures, because it is not 
known how great the increase is. Heilbrunn noted this increase in his 
early experiments on viscosity changes during mitosis. 


Diseussion 


Roentgen irradiation of the eggs or of the sperm or of both the eggs 
and sperm prolongs the stage of high viscosity in the fertilized Arbacia 
egg. In the present work no attempt was made to correlate the viscosity 
changes with the mitotic stages. To do this properly, viscosity measure- 
ments would have to be made at very frequent intervals, preferably minute 
intervals, between fertilization and cleavage, and a series of eggs would 
have to be fixed at similar intervals. With the centrifuge available it was 
impossible to get a viscosity measurement every minute in the Arbacia 
ege. Henshaw (1940, b), using Arbacia, has studied the mitotic stages 
of irradiated eggs fertilized with normal sperm and of normal eggs fertilized 
with irradiated sperm. He found that the stages up to and including the 
fusion of the pronuciei were not delayed, but that all stages following the 
fusion were delayed. In Henshaw’s work the time of the metaphase 
stage was about ‘/s that of the first cleavage time (calculated from 
Henshaw’s Fig. 2, p. 911, Am. J. of Roentgenology and Radium 
Therapy. 43, 1940). Henshaw used higher doses of radiation than 
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were used in the present experiments, but assuming that the same relation- 
ship exists in the mitotic stages for any dose of radiation, then in the ex- 
periments presented in this paper the metaphase would occur at about 
70 minutes in Fig. 1, at about 72 minutes in Fig. 2, and at about 64 minutes 
in Fig. 3. Thus, a rough correlation can be made between the viscosity 
changes and the mitotic stages. The appearance of the mitotic spindle is 
preceded by an increase in protoplasmic viscosity and is followed by a 
decrease in protoplasmic viscosity. 

Recent studies by Immers (1949) show that sea-urchin egg jelly in- 
hibits the coagulation of fibrinogen by thrombin and retards the coagulation 
of citrated plasma. Runnstrém, Tiselius, and Vasseur (1942) 
have shown that the jelly coat substance is polysaccharide in nature. Also, 
the jelly coat in situ presents a typical metachromatic staining with 
toluidine blue (Immers and Vasseur, 1949). Thus, the egg jelly con- 
tains heparin or a substance very similar to it. The jelly coat contains 
fertilizin, and Tyler (1942) believes that the jelly coat substance and 
fertilizin are identical. Richards and Woodward (1915) and Evans, 
Beams, and Smith (1941) have shown that X-rays inactivate fertilizin. 
Evans, Beams, and Smith have shown also that X-rays remove the 
jelly from the eggs. It is apparent then that X-rays alter the heparin or 
heparin-like substance in the jelly coat of the egg. Moreover, there is 
evidence that the interior of the egg contains heparin or a heparin-like 
substance. E. B. Harvey (1941) has obtained a metachromatic staining 
with toluidine blue in the hyaline substance of the Arbacia egg. Recent 
unpublished work by J. W. Kelly shows that other types of cells contain 
heparin or heparin-like substances. It is possible that heparin plays a 
part in the decrease in protoplasmic viscosity which follows the mitotic 
gelation. Heilbrunn and Wilson (1949) have shown that heparin 
prevents the mitotic gelation in Chaetopterus eggs and thereby prevents 
cell division. It is conceivable then that in the irradiated Arbacia egg the 
prolonged mitotic gelation could be brought about by the alteration or 
destruction of heparin within the egg. This point of view would be more 
attractive if it could in some way explain the fact that when sperm are 
irradiated cleavage is also delayed and the mitotic gelation prolonged. 

This problem was suggested to me by Dr. L. V. Heilbrunn, and I am 
deeply grateful to him for his help in carrying it through. 


Summary 


1. Roentgen radiation does not produce a change in the protoplasmic 
viscosity in the unfertilized eggs of Arbacia punctulata nor in the unferti- 
lized eggs of Chaetopterus pergamentaceus. 

2. In Arbacia, (1) irradiated eggs fertilized with normal sperm, 
(2) normal eggs fertilized with irradiated sperm, (3) irradiated eggs ferti- 
lized with irradiated sperm undergo very similar viscosity changes between 
fertilization and first cleavage. For a short time after fertilization the 
viscosity of the control and experimental eggs remains about the same as 
that of the unfertilized eggs. Then there is a sharp increase in viscosity in 
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both the control and experimental eggs. This reaches a value of about 
3 or 4 times that of the unfertilized eggs at approximately 15 minutes after 
fertilization. In the control the viscosity remains high for a short period 
and then decreases returning almost to its original low level shorily before 
cleavage. The viscosity of the treated eggs remains high for a period about 
two or three times that of the control and then progressively decreases, 
reaching almost its original low level shortly before cleavage. 

3. It is believed that in irradiated eggs, heparin or a heparin-like sub- 
stance is destroyed by the radiation thereby causing the prolonged mitotic 
gelation. 
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During the past few years we have examined many freshly excised, 
malignant human and mouse tumors with electropolar dyes in order that 
we might study the distribution of positive and negative structures and 
fluids in the protoplasm of malignancies. There is no doubt that malignant 
tissues are characterized by an outstanding electronegativity in contrast to 
the main mass of the body where the muscles, glands, nerves, epithelia and 
granules are highly electropositive towards fluids and neighboring connect- 
ive tissues. The literature is ably reviewed by K. Stern and F. Wil- 
heim [5] in their book, “ Biochemistry of Cancer,” whereby it is shown 
that no investigator found malignant cells other than electronegative 
towards their surroundings. In interpreting these findings with our table 
of electropolarity, we were in unanimous agreement with the various 
authors. The extracellular dyes stained the main mass of the growing 
malignancy. A. H. Roffo [4] found some positive neutral red granules 
in growing sarcoma cultures. We found similar granules in growing cancer 
cultures with the fluorescent dyes rhodamine B and acriflavine. In all 
cases we observed that necrotic tissue stained more like the biologically 
positive structures. 

In our attempt to classify the various substances found in tumors into 
two antagonistic groups of extracellular and intracellular particles, we 
found the various ash analyses of tumors reported in the literature quite 
helpful. These analyses are not in full agrement with all investigators. 
However, an overwhelming majority found that the growing neoplasm 
was rich in extraceliular substances while members of the intracellular 
group were found to be present mainly in the necrotic tissue. A few in- 
vestigators found a higher potassium content in stomach cancers than in 
the normal stomach tissue. A rather elaborate study of the salt contents 
of chickens with Rous sarcoma was made by V. Moravek [2] in 1932/33. 
Daily, during the twenty-nine day development of the Rous sarcoma, 
Moravek very accurately analyzed the tumor tissues, muscles, blood, 
neighboring tissue and the liver. His figures and curves show (1) that 
potassium curves are mirror contrasts against sodium curves, and parallel 
to magnesium and phosphorous curves; (2) that the blood and tissues of 
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cancerous animals are inhibited in their characteristic antagonism, with the 
blood and muscles having less than normal amounts of Na, Ca, Cl, and K, 
P, Mg, Fe respectively. 


Methods 


Using both daylight visible and fluorescent dyes, we have examined 
a number of human cancer tissues a few minutes after they were surgically 
removed, mouse tumors both in situ and after surgical removal, and a 
number of living cancer cultures’. The tissue removed from humans was 





Fig 1. Cancer culture stained with gold bromide and aesculine. 


stained supravitally while the mouse tumor was stained vitally by intro- 
ducing the desired dye into the mouse circulatory system by intracardial 
injection. The cultures were stained by adding the dye to the culture. The 
dyes used were the biologically positive aesculine, uranine, thioflavin S, 
primulin, thiazol yellow and the biologically negative methylene blue, 
neutral red, alizarin, rhodamine B, acriflavin and coriphosphine. ‘The 
biologically positive dyes were used in concentrations from 1 : 1,000 to 
1 : 5,000 while the biologically negative dyes were used in greater dilutions, 
1 : 100,000 to 1 : 200,000 because of the possibility that higher concentrations 
of negative dyes would cause them to accumulate at negative structures. 
All dyes were used in aquaeous solution. The fluorescent dyes were 
illuminated by the ultraviolet ray apparatus described by Pisha [3] 
(1948). 


1 All our cancer cultures were supplied to us by Dr. Bruno Schober of Prague 
during the period of his fellowship in the Rockefeller Foundation for Medical 
Research, New York. 
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Experiments 

Our investigations during 1946-47 only confirmed the electronegativity 
of the living neoplasm and the electropositivy of the necrotic mass with 
our methods of staining. However, we were unable to demonstrate the 
electropositivity of the necrotic mass with leuko-toluidine blue, or alkalized 
acid violet (Karczag |[i]). Apparently our cancerous material was not 
fresh enough. This material did show mitotic cells full of Prussian Blue, 
but with negative and oxidizing dyes, only diffuse pictures were obtained. 

During 1948-49 with our new source of ultraviolet rays, we were able 
to successfully use fluorescent dyes which 
were visible in great dilutions. Many of 
the daylight visible dyes when injected 
in concentrations of 1:1,000 were too 
dilute to be seen under a microscope. 
Greater concentrations where too toxic, 
killing the mice. 

The mouse tumors stained vitally with 
the fluorescent dyes primulin, thioflavin 
S or thiazol yellow and sectioned with 
the frozen section technique showed 
numerous islets of strong yellow or yellow- 
green with primulin and thioflavin S while 
the same islets were orange with thiazol 
yellow. The margins of the sections showed 
a strong greenish-gold fluorescence with 
the first two dyes and a yellow-orange 
fluorescence with thiazol yellow. This color 
change, we believe, was caused partly by 
the injury currents during the sectioning 
Fig. 2. Cancer culture stained of the tumor. These three fluorescent dyes 

with thioflavin S. have two colors—with the violet fluo- 

rescence being common to all of them 

when they are examined in vitro under ultraviolet rays. In vivo, they 

fluoresce violet in the weakly negative structures, and yellow, yellow-green 
and orange respectively in highly negative structures. 

The cancer cultures gave contrast rich pictures similar to those seen in 
the mouse tumor. However, we were able to observe the stained culture 
in the culture flask under ultraviolet rays and later on a slide. The culture 
showed the growing part as a localized ring of new cells with their centers 
being necrotic. 

The goid bromide as well as the aesculine shows the cathodic nature of 
the developing cells in the ring around the growing cancer by their 
accumulating both substances. 

Fig. 2 shows the turning of thioflavin S from violet to the yellow-green 
fluorescence which appears only in the highly negative structures. 

When the cultures were stained with the negative fluorescent dyes 
rhodamine B or acriflavine, they were seen in the center of the culture 
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which was necrotic. The outer growing circle also showed some accumula- 
tion of these negative dyes, especially in the granules as observéd earlier 
by Roffo with neutral red. 

All cultures were negative in their growing part and accumulated bio- 
logically positive dyes or metal cations in a growing ring around the 
necrotic circle. It became evident that the mitotic structures in the 
germinating ring also had numerous positive structures. P. G. Unna, 
using his leuko-methylene blue, observed blue chromosomes in the mitotic 
structures of cancer tissues. 

An unpublished observation made by B. Schober is reported here 
with his kind permission. He stained cancer cultures with positive ionized 
gold iodide and negative colloidal gold. The gold iodide? is not only a salt 
whose both components are on the positive side of the lyophile series, but 
both components, also, belong to the heaviest molecules known. They 
appear under the electron microscope as wholly black contrasts. 
Schober’s investigations were primarily of the Golgi apparatus of 
cancer cells. He found that the positive gold gave entirely different photo- 
graphs from those observed with the negative gold. With this positive 
and negative gold, Schober discovered other new structures in the nucleus 
and cytoplasm of cancer cultures which he will publish in the near future. 


Discussion 


Malignant tissues, contemplated more from the physical than the chemi- 
cal point of view, were found to be more electronegative than the surround- 
ing tissue by all investigators, without exception. 

Looking at Moravek’s findings, we have to recognize the fact that 
sarcoma is a general systemic disease, that all parts of the body protoplasm 
are altered in a characteristic way. This same result was found by all 
other investigators who approached the problem of distribution of minerals 
and organic substances in neoplasm. 

In surveying the vital staining of neoplasm, we cannot see much differ- 
ence between the nucleus of the neoplastic cell ad that of the normal animal 
cell since they both stain in the same manner. However, the cyto- 
plasm has a strong attraction for the extracellular (positive) dyes and 
strongly repels the intracellular (negative) dyes. This is contrary to that 
seen in the normal animal cell. The neoplastic cytoplasm is very similar 
to that of plants and embryonal cells who strongly attract the extracellular 
(positive) dyes. 

From the vital staining results, it is evident that the neoplastic cells 
attract extracellular iodine (positive) and probably aluminum, bromine 
and calcium which are normally repelled from the somatic cells of adult 


animals. 
Summary 


1. Malignant tissue is electronegative in its growing part, with the 
necrotic cells being electropositive. 

* The gold iodide was generously supplied by Dr. B. Chie go, Newark, New 
Jersey. 
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2. Vital staining with two colored fluorescent dyes observed under the 
fluorescent microscope showed that mitotic cells are strongly electro- 
negative. 

3. Cancers are characterized by a loss of K and a gain of Na in the neo- 
plastic cells and in the tissues of the host. 
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Eine einfache Apparatur fiir quantitative Mikroinjektion 
nebst Bemerkungen iiber plasmatische Injektion 
Von 
Lothar Hofmeister, Wien 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 7. Janner 1950) 


Die Mikroinjektion, diese reizvolle Teildisziplin der Mikrurgie, 
ist bisher haufiger an zoologischen als an botanischen Objekten zur An- 
wendung gekommen. Dieses Ubergewicht zugunsten der Zoologie ist nicht 
deshalb entstanden, weil die Probleme auf botanischer Seite weniger zahl- 
reich oder weniger interessant waren, sondern weil die Ausiibung der Me- 
thode an Pflanzenzellen anscheinend noch schwieriger ist als an tierischen. 

Der diinne Plasmabelag iiber der groffen, zentralen Vakuole der er- 
wachsenen Pflanzenzelle, die nun einmal das meistverwendete Versuchs- 
objekt der Zellphysiologie darstellt, ist gegen mechanische Beanspruchung 
und daher auch gegen das Einfiihren dickerer Pipettenmiindungen ziemlich 
empfindlich. Darf schon deshalb die Miindung der Mikropipetien keinen 
groéReren Durchmesser haben als 3—4u, so sind Pipetten von héchstens 
2 Spitzendurchmesser (nach Chambers, 1937 von 2 bis 0,54) nétig, 
wenn die Injektion auf das Plasma beschrankt bleiben und nicht in die 
Vakuole gelangen soll. Bei so feinen Miindungen spielen die Kapillar- 
krafte, wie von Peterfi schon 1928 hervorgehoben, eine grofe Rolle. Es 
dringen auf Grund dieser Kriafte Fliissigkeiten in die leere Pipettenmiin- 
dung von aufen zunachst rasch und fast unaufhaltsam ein, wahrend ihre 
Abgabe gewoéhnlich nicht bis zum letzten Rest méglich ist, besonders wenn 
der Spritzenkolben nicht ganz dicht schlieRt oder wenn gréfere Luftblasen 
in der mit Wasser als Druckiibertrager gefiillten Einrichtung geblieben 
sind. Anderseits kommt bei Ubergang von einem Medium ins andere, z. B. 
von Luft in Wasser oder bei Beriihrung fester Kérper (Deckglas, Zelle, 
Protoplast) leicht ein ungewollter und beziiglich der Menge unkontrollier- 
barer Austritt von Injektionsfliissigkeit vor. Diese Ereignisse gehen meist 
iiberraschend schnell vor sich und zu ihrer Uberwindung ist kraftiger 
Druck, bzw. kraftige Saugung nétig; doch bereitet jede solche Kompen- 
sation kapillarer Bewegungen durch Druck oder Saugung die nachsie Un- 
regelmaBigkeit vor, die sich beim Ubergang in ein anderes Medium oder 
bei Beriihrung neuer Oberflaichen auswirkt.1. Besonders starker Druck, 


* Eine ausfiihrliche Schilderung dieser Schwierigkeiten eriibrigt sich, da sie z. 
B. schon von Peterfi (1928) beschrieben sind; auch sind sie jedem Ausiibenden 
zur Geniige bekannt. 


22" 








324 L. Hofmeister 


bzw. Saugung sind nétig, wenn sich die feinen Miindungen durch koagulie- 
rendes Plasma mehr oder weniger verlegen, was in der Mehrzahl der Fiille 
cintritt, sobald die Pipette in das Plasma eingedrungen ist. Es ist deshalb 
nicht immer leicht, feinere Injektionen mit der an sich sehr bewahrten, ein- 
fachen Injektionseinrichtung nach Chambers (1922a) auszufiihren. Diese 
besteht bekanntlich aus einer Injektionsspritze mit Glaskolben, einem 
Weichkupferréhrchen und dem Pipettenhalter; das ganze System wird mit 
Wasser als Druckiibertriager gefiillt. Chambers (1937) weist darauf hin, 
da® man mit Vorteil an gréBeren Zellen mit einem Durchmesser von 0,1 mm 
(wie Amédben oder Seeigeleier) arbeitet, wenn die Injektionsversuche re- 
produzierbar sein sollen. Doch berichten Peterfi und Kojima (1936) von 
Experimenten an den Zellkernen der Tradescantia-Staubfadenhaare, bei 
denen mit der Injektionseinrichtung nach Chambers Trépfchen von 16 x’ 
an die Kernwand appliziert und etwas gréfere (40 u*) auch in den Kern 
injiziert wurden. Dazu wurde von den Autoren das Absetzen von Tropfen 
gewiinschter Gréfe auf die mit etwas Vaseline eingeriebene Deckglasflache 
cingeiibt und im Versuch die Abgabe einer ahnlich geringen Fliissigkeits- 
menge an die Kernmembran durch nach dem Gefiihl gleichstarken Druck 
auf den Spritzenkolben angestrebt. Wenn auch das Gelingen solcher Ver- 
suche als besonderer Gliicksfall denkbar ist. so wird man im allgemeinen 
mit der einfachen Einrichtung die Abgabe eines genau bemessenen und 
reproduzierbaren Fliissigkeitsvolumens nicht erreichen. Haufig genug ist 
man zufrieden, wenn man das Ausmal} ungewollter Fliissigkeitsbewegun- 
gen an der Pipettenmiindung soweit beschranken kann, daf.es nicht zur 
Vernichtung des bearbeiteten Protoplasten kommt. — 

Ich selbst habe bei Arbeit mit der Chambers -Einricitung und Verwendung 
von Pipettendurcimessern von 5 abwarts den Umstand als sehr stérend empfun- 
den, da® bei Ausiibung stirkeren Druckes das zur Druckiibertragung verwendete 
Wasser (oder Paraffinél) neben deni mit Vaseline gefetteten Spritzenkolben vor- 
beigleitet oder da® beim Ansaugen auf demselben Wege Luft in die Spritze kommt. 
Eine gewisse Abhilfe ergibt sich, wenn in die Verbindungsleitung zwischen Spritze 
und Pipettenhalter ein Dreiweghahn eingebaut wird, dessen dritte Bohrung zu 
einem VorratsgefaB mit Wasser oder Paraffinél fiihrt. Durch entsprechende Be- 
taitigung des Hahnes kann sodann der Spritzenkolben, bevor Druck angewendet 
wird, vorher méglichst weit herausgezogen werden, damit sein Weg nicht gleich 
zu Ende ist, wenn etwas Fliissigkeit neben ihm vorbeigleitet, und umgekehrt kann 
der Kolben vor Saugung tief hineingescdioben werden, damit nicht allzu leicht 
Luft eindringen kann. Eine von Zeif um 1938/39 als Zusatzgerit zum Gleit- 
mikromanipulator entwickelte Injektionseinrichtung besa® Dreiweghahn und Vor- 
ratsgefaB und an Stelle der iiblicien Spritze eine solche mit sehr dicht passendem 
Kolben, der durch eine steilgingige Schraube bewegt wurde: das Gerit wird bis 
jetzt noch nicht wieder erzeugt. Bekannt sind die alteren, speziellen Injektions- 
einrichtungen nadi Pete rfi (1924, 1928), namlich die elektrisch heizbare Mikro- 
pipette und die Hochdruck-Vakuum-Pipette. Die letztere leistet Druck und Saugung 
in jeder beliebigen Héhe, da mittels Mehrweghahnes sowohl eine Gasbombe wie 
auch eine Vakuumleitung angeschlossen werden kann; rascher Ubergang zwischen 
Druck und Saugung ist méglich, feine Dosierung beider mag schwieriger sein. Auch 
die mit Quecksilber arbeitende Einrichtung von Taylor (1920) wire hier zu 
erwahnen. 
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In der Nachkriegszeit versuchte ich dem Ziele der quantitativen Mikro- 
injektion niherzukommen; es gab dazu den einzigen Weg, eine Injektions- 
cinrichtung selbst herzustellen (Abb.1). An die Stelle der Spritze setzte 
ich eine elastische Dose nach Art der Aneroiddosen, die von innen durch 
eine Stahlfeder ausgesteift ist und die durch eine Mikrometerschraube zu- 
summengedriickt werden kann. Von der Dose fiihrt ein diinnes Kupferrohr 
Schema der Injektionsein- 
richtung. Der Metallwinkel, auf 
den die Einricditung montiert ist, 
wurde der Deutlichkeit halber weg- 
gelassen. Schraubventil und Vor- 
ratsgefa® stehen in Wirklichkeit 
tiefer und seitlichh der Mikrometer- 
schraube. — Dosendurchmesser 18mm, 6 
Volumen der Dose 138mm’*. Eine 
Umdrehung der Mikrometerschraube 
um 360° verschiebt ein Volumen von 
69mm* der zur Druckiibertragung 
verwendeten Fliissigkeit. 

1 Mikrometerschraube aus einem Rei- 
chert-Mikroskop. 

elastischhe Dose, durch eine Blatt- =) 
feder ausgesteift. 
gewolbter Stempel, der den Druck ? 
der Mikrometerschraube auf die 
Dose iibertragt. 

Weichkupferrohr, fiihrt in einer 
Spirale zum Pipettenhalter. 
Schraubventil (Hahn). 
Vorratsgefaft fiir Wasser oder Pa- 
raffinél. 

Ansatz eines dickwandigen Gummi- 
schlauches, der am anderen Ende 
ein Mundstiick trigt. 
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Abb. 1. 


zum Pipettenhalter, ein anderes iiber einen Hahn (in meinem Falle ein 
Schraubventil) zu einem kleinen VorratsgefaR, an dessen oberer Offnung 
cin Schlauch mit Mundstiick steckt. Das ganze System wird mittels Wasser- 
strahlpumpe méglichst luftblasenfrei mit Wasser (oder Paraffinél) gefiillt. 
In die Mikropipette wird mit feiner Kapillare von riickwarts ein kleiner 
Quecksilbertropfen eingebracht (seine Rolle wird noch zu erwiahnen sein), 
dann wird sie ebenfalls mit Wasser gefiillt und in den Pipettenhalter ein- 
gekittet oder eingeschraubt (Halter der Chambers-Einrichtung). Je 
weniger Luft in dem ganzen System bleibt, desto empfindlicher gehorcht 
die Fliissigkeit in der Pipettenmiindung den Bewegungen der Mikrometer- 
schraube. Grobe Fliissigkeitsbewegungen werden bei geéffnetem Hahn mit 
dem Munde bewirkt (der Anschlu® einer Vakuumleitung ist ebenso méglich 
wie die Herstellung héheren Druckes durch Druckluft, beides jedoch kaum 
notwendig), die feinen Volumsinderungen fiir den eigentlichen Injektions- 
vorgang erfolgen bei geschlossenem Hahn durch Betiitigung der Dose. 
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Das Versuchsobjekt ist in meinen Versuchen im hingenden Tropfen an 
dem Deckglas einer feuchten Kammer festgemacht, es ist von Wasser oder 
Liésung umgeben und wird durch einen dariiber ausgebreiteten Tropfen 
Paraffinél vor Verdunstung geschiitzt; ein Tropfen Injektionsfliissigkeit ist 
unter demselben Paraffinéltrépfchen angebracht. 

Die winzigen, zur Injektion bestimmten Lisungsmengen werden még- 
lichst im letzten Augenblick in die Pipettenmiindung aufgenommen. Es ist 
nicht vorteilhaft, wenn unmittelbar hinter der Injektionsfliissigkeit Luft 
in der Pipette liegt, da diese sonst im Anschlu# an den Injektionstropfen 
austreten und durch ihre Expansion den Protoplasten zerstéren kann. Es 
hat sich deshalb in meinen Versuchen bewihrt, den schon erwihnten 
Quecksilbertropfen an jene Stelle der Pipette zu bringen, wo sich ihr 
Durchmesser von 1 bis 1.5mm auf 0,1 bis 0.2mm verjiingt. Dieser Queck- 
silbertropfen verhindert zuniachst, dafi Wasser von innen her in die Spitze 
der Pipette vordringt:; er wird nach der Montage méglichst weit in den 
engen Spitzenteil hineingetrieben, da sein Gegendruck fiir die Steuerung 
des Injektionsvorganges von Vorteil ist, soll aber dabei nicht die Stellen 
besiihren, die spater von der Injektionsfliissigkeit bespiilt werden. Dann 
wird etwas mehr Paraffinél in die Pipette aufgenommen, als durch die 
Kapillarwirkung selbstandig eindringt, so daf die Aufnahme oder Abgabe 
der anschlieRend aufzunehmenden Injektionsfliissigkeit durch diese Krifte 
nicht mehr merklich beeinfluBt wird und allein den Volumsanderungen 
der Dose gehorcht. Dadurch fallt sowohl das Entweichen von Luft aus der 
Pipettenmiindung weg wie auch der Fliissigkeitsverlust beim Passieren von 
Iliissigkeiten oder Beriihren von Oberflaichen. 

Zur Illustration der Rolle des Quecksilbertropfens, der sich bei der Ar- 
beit sehr vorteilhaft auswirkt, wurde der in der Einrichtung herrschende 
Druck nach dem Volumen einer im parallelen Teil der Pipette eingeschlos- 
senen Luftblase beurteilt.. Es waren ca. 0.6 at nétig, um den Quecksilber- 
iropfen im konischen Teil der Pipette bei einem Pipettendurchmesser von 
45 u festzuhalten und ca. 0,78 at bei einem Durchmesser von 25 u. Wenn 
eine Lésung von aufen in die Miindung einzudringen strebt, muf sie einen 
Teil dieses Gegendruckes aufheben, der mit ihrem Vordringen noch an- 
steigt; es ist daher leicht méglich, diesem Vorgang durch geringe Erhéhung 
des Druckes zu begegnen. Da schon Lisung, bzw. Paraffinél die Miindung 
erfiillt, wird es sich zumeist nicht um kapillares Eindringen, sondern nur 
um die geringen Drucke handeln, die in den zu injizierenden Zellen oder 
Protoplasten bestehen. Kleine Luftblasen zwischen Paraffinél und Queck- 
silber und am breiten Pipettenende sind kaum zu vermeiden und sind 
sogar fiir den Injektionsvorgang von Vorteil. Die komprimierte Luft be- 
wirkt eine Ubersetzung der immerhin groben Volumsverinderungen der ela- 
stischen Dose in die feinen der Injektionsfliissigkeit; vor einer ungewollten 
Expansion der Luft schiitzt der kapillar bedingte Gegendruck des Queck- 
silbertropfens. 

Die Bestimmung des aus der Pipette ausgesto®enen oder von ihr aufgenom- 
menen Volumens erfolgt durch Festlegung der Pipettenmafe und Berechnung des 
betreffenden Kegelstumpfvolumens. Ein vorteilhaftes Verfahren des Ausmessens 
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der Pipettenspitze, kontrolliert durch vergleiciende Messungen des Volumens von 
Oltropfen, die einerseits in 70% Alkohol schwebend und anderseits ih der mit 
Alkohol benetzten Pipette vermessen wurden, haben Moricard und Coignard 
(1941) beschrieben. Sie verwenden ein Okularmikrometer mit drei parallelen Tei- 
lungen, zu denen eine vierte normal angeordnet ist, und vermégen damit gleich- 
zeitig den Pipettendurchmesser an drei Punkten und die Linge der Fliissig- 
keitssiule in der Pipette zu bestimmen. Die Pipettenmaffe werden auf Millimeter- 
papier aufgetragen und erlauben dann die Feststellung von Durchmessern, die 
zwischen den drei Mikrometerteilungen liegen. Die Autoren fanden zwischen 
den Volumina der gleichen, inder Pipette und in Alkohol gemessenen Ol- 
tropfen bei Mengen von 100 bis 3850. Differenzen von 20%; diese mégen 
zum gréReren Teil auf Messungsfehler infolge der Lichtbrechung, zu einem anderen 
(meines Erachtens) auf die doch etwas wechselnde Dicke des Alkoholfilms zuriick- 
gehen, der die Pipettenwandung benetzt (und das Haften des Oles an derselben 
zu verhindern hat). In vielen Fallen wird es geniigen, die Gréfenordnung des 
abgegebenen Fliissigkeitsvolumens anzugeben, wozu verschiedene Autoren den Ver- 
gleich mit der GréRe der betreffenden Zellkerne ziehen (siehe auch diesbeziiglich 
Literaturhinweise bei Moricard und Coignard, |. ¢). 


Mit der geschilderten Einrichtung und Arbeitsweise wurden Mikro- 
injektionsversuche an plasmolysierten Protoplasten gemacht. Es zeigte sich, 
daB die Dosierung der abzugebenden Fliissigkeitsmenge und der Ubergang 
zwischen Druck und Saugung rasch und sicher méglich sind; die Hand 
gewohnt sich leicht an die jeweils mit der Mikrometerschraube zu leistende 
Drehung*. Weggefallen sind von den Unvollkommenheiten einfacherer 
Einrichtungen vor allem die Behinderung durch Undichtigkeit des Spritzen- 
kolbens, die Schwierigkeit, im System Druck oder Unterdruck augenblick- 
lich herzustellen und die mangelnde Beherrschung der Kapillarkriafte an 
der Pipettenmiindung. 

Die Dosierung der abgegebenen Fliissigkeitsmenge hangt in ihrer Ge- 
nauigkeit hauptsachlich von der verwendeten Vergréferung und Mikro- 
meterteilung ab. In meinen Versuchen entsprachen bei 240facher Ver- 
groéBerung einer Lange der in der Pipettenspitze liegenden Fliissigkeits- 
siule von 1 Mikrometerteilstrich etwa 50 u*, wenn auf 0,2 Teilstrich ge- 
schiitzt wurde, konnten Mengen in der Gréfenordnung von etwa 10 p* be- 
messen werden. Bei Verwendung diinner Pipettenspitzen und Beschrin- 
kung der Injektionsfliissigkeit auf deren vordersten Teil und mit starkeren 
VergréBerungen lift sich die Genauigkeit noch steigern. Eine Eichung der 
fast fiir jeden Versuch neu herzustellenden Pipetien wiirde sich nicht loh- 
nen, die abgegebene Menge wird jedesmal neu gemessen und _ berechnet. 
10 u® sind fiir eine Injektion in die durchschnittliche Pflanzenzelle keine 
allzugroBe Menge: es wird auf die Angabe von Peterfi und Kojima 
(1936) hingewiesen, wonach die Zellkerne eines Tradescantia-Staubfaden- 
haares ein Volumen von ca. 4040 u* haben. 


? Die Anbringung einer fiihlbaren Marke am Bedienungsgriff der Schraube 
(Siegellacktropfen etc.) oder auch eines damit gemeinsam zu greifenden, verstell- 
baren Index erleichtert das Auffinden der jeweiligen Nullstellung; audi Beobach- 
tung einer im geraden Teil der Pipette belassenen Lufiblase kann diesem Zweck 
dienen. 
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Die Schwierigkeiten, welche der quantitativen Injektion von seiten der 
Apparatur entgegenstehen und deren Uberwindung erreicht werden soll, 
sind wohl zu unterscheiden von denjenigen, welche im Versuchsobjekt 
liegen. Chambers hat schon 1922 fiir tierische Eizellen beschrieben, dal 
sich das Plasma mit unversehrter Aufengrenzschicht wie ein Handschuh- 
finger iiber die Pipette stiilpt (besonders wenn deren Miindung nicht allzu 
fein ist), so da die Injektionsfliissigkeit lings der Pipette wegflie®t, ohne 
in die Zelle einzudringen. Dieselbe Erscheinung habe ich seinerzeit bei 
Versuchen an plasmolysierten Allium-Protoplasten photographisch fest- 
gelegt (1940, Tafel V, Abb. 2) *. Bei Injektion in plasmolysierte Protoplaste 
wird man stets auf solche Verluste achten miissen, was durch Vergleich 
des abgegebenen Fliissigkeitsvolumens mit der Volumsanderung des 
plasmolysierten Protoplasten méglich ist, sofern nicht gefarbte Injektions- 
lésung ihren Austritt selbst verrat. Ich nahm einige Volumsvergleiche dic- 
ser Art an plasmolysierten Zellen der auferen Epidermis von Allium- 
Zwiebelschuppen vor. Es wurde die plasmolysierende Aufenlésung 
(1,0 mol Glukose) in die Vakuole injiziert, so dal} der osmotische Wert des 
Zellsaftes nicht verandert wurde und die gesamte Volumszunahme mit der 
cingebrachten Lisungsmenge iibereinstimmen mufte. Bei Injektion von 
4000 bis 14.000 u* Zuckerlésung traten Verluste von 1000 bis 2000 u’ auf. 
ohne daft ich das Vorbeigleiten der Liésung bemerkt hatte. Die Verluste 
waren gréRer als die infolge ungenau bestimmier Zellform anzunehmenden 
Versuchsfehler. Plasmolysierte Protoplaste mit ihrer verkleinerten und 
gewiff durch Fallungserscheinungen verinderten Plasmaoberfliche sind 
nicht die vorteilhaftesten Objekte zur Mikroinjektion; prall turgeszente 
Zellen sind schwer zu verwenden, solche, die in hypotonischer oder isotoni- 
scher Lisung osmotisch entspannt sind, diirften sich besser dafiir eignen. 
Besonders bewahrt haben sich bekanntlich zu Injektionsversuchen bei 
Kerr (1933) die Wurzelhaare von Limnobium und bei Peterfi und Ko- 
jima (1936) die Staubfadenhaare von Tradescantia, beides Objekte, die 
ohne Vorbehandlung untersucht werden konnten. 


Meine seinerzeitigen (vgl. Hofmeister, 1940) und seither fortgesetzten 
Versuche iiber plasmatische Mikroinjektion an plasmolysierten Zwiebel- 
zellen zeigten, da deren Plasma bei Einspritzung von Wasser auferlich 
besehen etwa in ahnlicher Weise aufquillt, wie dies nach stundenlanger 
Kinwirkung von Alkalisalzlésungen in der Kappenplasmolyse zustande 
kommt. Doch wird die Einspritzung gréferer Wassermengen (ein Viertel 
Protoplastenvolumen und mehr) gewohnlich nicht gut vertragen, so dal 
bald Koagulation folgt. Weniger schadlich ist Injektion von Glukose in der 
héherer Konzentration (2,0 mol); nach Injektion hypertonischer Konzentra- 
tion schwillt das Plasma durch anschlieRende osmotische Ansaugung von 
Wasser stirker an, als der injizierten Fliissigkeitsmenge entspricht. Das 


* In der zitierten Abbildung ging die zarte Kontur, welche das Plasma iiber 
der langs der Pipette abfliefenden und zu einer kleinen Blase aufgestauten Fliissig- 
keitsmenge bildete, bei der Reproduktion durch den Raster verloren und wurde 
bei der letzten Korrektur stiirker als der Vorlage entsprach retuschiert. 











Eine einfache Apparatur fiir quantitative Mikroinjektion 329 


Konzentration der plasmolysierenden Auftenlésung (meist 1,0 mol) oder in 
Plasma verminderte in meinen. Versuchen, wenn es durch eine grifere 
Menge injizierten Wassers zur Quellung gebracht wurde, sein Volumen 
nicht mehr, obwohl Abgabe des iiberschiissigen Wassers zu erwarten wire. 
Dieses wird also nach plasmatischer Injektion im Plasma festgehalten *. Es 
miissen demnach tiefergreifende Veranderungen stattgefunden haben. 
Auch die durch Zuckereinspritzung erreichte Zunahme des Plasmavolumens 
bleibt bestehen, und da beide Plasmagrenzschichten fiir den Zucker schwer 
durchlissig sind, ist dies nicht weiter befremdend. In beiden Fallen wird 
der Kern zu einer grofen Blase (wenn auch nicht so hyalin wie bei der 
Einwirkung von Alkalisalzen); wenn Zucker injiziert wurde, entstehen im 
Plasma nach und nach zahlreiche winzige Vakuolen, so daf es triibe aus- 
sieht. 

Man inuff sich fragen, ob die Ahnlichkeit zwischen der beschriebenen 
Erscheinung und der Kappenplasmolyse in Salzen nur auferlich ist und 
welcher Mechanismus ihr zugrunde liegt; ferner auch, wie das Beobachtete 
mit den heutigen Vorstellungen iiber den Feinbau des Plasmas in Einklang 
zu bringen ist. 


Daf die Volumsvergriéferung des Plasmas bei Kappenplasmolyse durch 
in das Plasma eingedrungenes Alkali hervorgerufen wird und eine echte 
Quellungserscheinung darstellt, ist bekannt (H 6 f le r 1928; 1939, S. 573). Der 
Zuckerlisung dagegen kann eine quellende Wirkung wohl nicht zugesdhrie- 
ben werden. Ich habe (1948) auf die Méglichkeit hingewiesen, daf bei 
stirkerer Plasmaquellung (z. B. durch Vitalfiirbung mit Chrysoidin, durch 
hohe Intrabilitat fiir Methylharnstoff oder Sulfoharnstoff und eben auch 
durch plasmatische Injektion von Wasser oder Liésungen) Bindungen des 
Eiweifgeriistes in dem nach der Haftpunkitheorie (Frey-Wyssling 
1948) aufgebaut gedachten Plasma getrennt werden. Diese Aufliésung von 
Bindungen wire rein mechanisch zu denken: die zwischen den Eiweil- 
ketten des Plasmas liegende Phase nimmt stark an Menge zu und mul 
notwendig das Eiweifigeriist auseinanderriicken; dabei kénnten weniger 
feste Bindungen zuerst gelést werden. Héfler (1959) betont, daft es 
schwierig ist, die hochgradige und dennoch reversible Plasmaquellung der 
Kappenplasmolyse im Sinne der Haftpunkitheorie Frey-Wysslings 
zu interpretieren. Nimmt man nun die Trennung bestimmter Gruppen von 
Bindungen an, so stehen meines Erachtens einer Deutung weniger Schwiec- 
rigkeiten entgegen als etwa dem Verstandnis der Plasmastrémung, bei der 
ja dauernde und in rascher Folge ablaufende Lisung und Wiederherstel- 
lung solcher Bindungen angenommen wird®. Bei sorgfaltiger Bemessung 

“Nach vakuolirer Injektion von Wasser erfolgt dagegen im Plasmolytikum 
osmotische Volumsverkleinerung und Einstellung auf osmotisches Gleichgewidht. 

5 Ich habe wiederholt die besonders grofe Empfindlichkeit der zu Rotations- 
stroémung befahigten Plasmen von Elodea und Vallisneria gegen mikrurgische Be- 
handlung feststellen kénnen; diese Eigenheit wire vielleicht dahin zu deuten, daf 
der Zusammenhang des Eiweifgeriistes bei diesen Objekten eben deshalb weniger 
stabil ist, weil eine gréRere Menge von Bindungen bei ihnen leicht lésbar ist. 
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von in das Plasma injizierten Wasser- oder Lésungsmengen miifte es 
miglich sein, eine Grenze der Volumsvergréferung zu finden, unterhalb 
der die Schwellung reversibel ist. Derartige Versuche, zu deren Ausfiih- 
rung die oben geschilderte Injektionseinrichtung ja zunachst hergestellt 
wurde, haben ihr Ziel noch nicht erreicht und werden fortgesetzt. 

Gewisse gemeinsame Ziige mit der Quellung durch Wasserinjektion 
zeigt ein Degenerationsvorgang, der ablauft, wenn die aufere Plasma- 
grenzschicht plasmolysierter Zellen durch eine Mikronadel oder Pipette 
mehrmals beriihrt, gezerrt oder sonst mechanisch insultiert wird (Plasmo- 
lvtikum: Glukose). Das Plasma wird in der betreffenden Gegend triibe, 
quillt langsam um den ganzen Protoplasten herum auf, es entstehen darin 
viele, sehr kleine, farblose Vakuolen, und der Kern zeigt deutliche Netz- 
struktur. Der Vorgang kann in diesem Stadium stehenbleiben, es kann 
aber auch die Verquellung und Verwasserung weitergehen und das Plasma 
sich ,,auflésen“. Dabei wird die auBere Protoplastenkontur zunichst we- 
niger deutlich, das Plasma wird immer wiasseriger und verschwindet lang- 
sam, wahrend die Plasmaaufenhaut in sehr viele feine, an der Grenze der 


Sichtbarkeit liegende Trépfchen zerfallt, die noch linger in ihrer Lage, 


bleiben und das weitere Bestehen der Plasmagrenzschicht vortiiuschen, ob- 
wohl die Stoffe des sich dahinter auflésenden Plasmas zum iiberwiegenden 
Teil bereits durchdiffundiert sind. Dieses langsam von Wasser iiber- 
schwemmte Plasma gerinnt also nicht, sondern lést sich auf und wird un- 
sichtbar. 

In ganz anderer Weise sah ich in anderen Versuchen die innere Plasmagrenz- 
schicht, also die Hiille eines isolierten und vom Plasma befreiten Tonoplasten des- 
selben Objektes zergehen. Chambers und Héfler (1931) haben beschrieben, 
da Tonoplasten an der Grenzflaiche Lésung/Luft ohne Hinterlassung von Spuren 
zerflieRen. Wird nun ein isolierter Tonoplast in Glukoselésung schwebend durch 
Beriihrung oder durch einen Fliissigkeitsstrom aus der Mikropipette sehr vorsichtig 
insultiert, so lést er sich von der beriihrten Stelle her langsam auf. Die schwin- 
dende Tonoplastenhaut bleibt bis zuletzt in der Form der Kugeloberflache. Handelt 
es sich um Zellen mit rotem Zellsaft, so diffundiert derselbe so ab, da die Grenze 
der Farbung jeweils mit dem Rande der Tonoplastenhaut etwa zusammenfillt. 
Gleichzeitig hebt sich ein iiberaus zarter Schleier von der Tonoplastenhaut nach 
auRen ab, der mit der Auflésung derselben im gleichen Mafe zuriickweicht. Das 
Tonoplastenhautchen lést sich bis zum letzten Rest und nur Spuren des Schleiers blei- 
ben schlieRlich erhalten. Anscheinend stellt dieser den Eiweifbestandteil von 
Plasmaresten dar, die auf der Tonoplastenoberflache zuriickgeblieben waren (vgl: 
die Tonoplastenscheide von Lederer, 1935). Diese Beobachtungen stimmen mit 
der herrschenden Ansicht iiberein, nach der die Au®engrenzschicht des Plasmas 
mehr Eiweifbestandteile enthalt als die innere. 


Die geschilderten Beobachtungen regen dazu an, wenigstens innerhalb 
der Plasmapathologie eine gewisse Einschriinkung des klassischen Satzes zu 
erwagen, nach dem lebendes Plasma mit Wasser nicht mischbar ist. Mit un- 
versehrter Grenzschicht versehenes Plasma mischt sich mit .Wasser nicht, 
dagegen nimmt das Binnenplasma in meinen Versuchen Wasser oder Lé- 
sungen, wenn es damit direkt in Beriihrung kommt, ohne weiteres auf; bis 
zu welcher Grenze dies ohne Schadigung méglich ist, wird noch zu unter- 
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suchen sein. Ein Beispiel von Plasma, das Wasser nahezu unbegrenzt auf- 
nimmt und sich im Uberschuf desselben auflést, ist das reifer, lebender 
Pollenkérner. Dieses platzen bekanntlich vielfach in Wasser und verdiinn- 
ten Lésungen, worauf ihr plasmatischer Inhalt austritt; andernfalls kann 
die Offnung durch Deckglasdruck oder mikrurgisch durchgefiihrt werden. 
Das freigelegte Plasma weist in Ca-freier Lésung (zumindest in verschie- 
denen von mir untersuchten Fallen) weder in Hell- noch im Dunkelfeld 
eine Aufengrenzschicht oder bestimmte aufere Kontur auf; es lést sich vom 
Rande her allmahlich auf, weiter innen bleibt es noch langer in konzentrier- 
ter Form erhalten. Zwischen den aufgelésten Randpartien und der noch 
kaum veranderten Mitte konnte ich eine Grenze oder unterscheidbare Uber- 
gangsstufe bisher nicht feststellen. Ich glaube, da dieser Vorgang als 
Mischung zwischen Plasma und Wasser bezeichnet werden darf. Ahnlich 
wie das von Pollenkérnert verhalt sich das Plasma der Trichoblasten (Wur- 
zelhaaranlagen) von Hydrocharis, das ebenfalls in Wasser zergeht, wenn die 
Zellen geéffnet werden, wihrend dasjenige der daneben liegenden Zellen der 
Wurzelpidermis im gleichen Falle koaguliert. Pollenkérner und Trichoblastey 
haben miteinander gemein, daf ihr Plasma noch die Stoffe enthilt, die 
spiter in die Vakuole iiberzugehen bestimmt sind und daf ihr Plasma in 
einem spiateren Stadium zu lebhafter Strémung befahigt ist; vielleicht 
liegen auch da andere Verhilinisse beziiglich der Bindungen im Plasma- 
eiweiff vor als in Plasmen, die bei Beriihrung mit Wasser koagulieren. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Mikroinjektionseinrichtung beschrieben, welche an Sielle 
der iiblichen Recordspritze eine elastische Dose als wesentlichen Bestand- 
teil enthalt, deren Volumen mittels Mikrometerschraube verandert wird. 
Zwei einfache Arbeitsvorteile erleichtern die reproduzierbare Abgabe (oder 
Aufnahme) mefbarer Fliissigkeitsmengen: es sind dies die Anbringung 
eines Quecksilbertropfens knapp innerhalb der Pipettenmiindung und die 
Aufnahme von Paraffinél in die Pipettenspitze vor Ansaugen der Injek- 
tionslésung. Die bewegten Mengen werden durch Vermessen des Volumens 
bestimmt, welches sie in der Pipettenspitze einnehmen. Die Schwierig- 
keiten, welche quantitativer Injektion von seiten der Apparatur entgegen- 
stehen, lassen sich in der angegebenen Art iiberwinden. 

Einige Beobachtungen iiber Plasmaquellung und Mischbarkeit des Plas- 
mas mit Wasser, die bei Mikroinjektion eine Rolle spielen, werden kurz 
besprochen. 
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Electrical Response of a Slime Mold to Mechanical and 
Electrical Stimuli 
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During a series of experiments to determine the course of the rhythmic 
change in the electromotive force generated in the myxomycete plasmodium, 
commonly known as the slime mold, Kamiya and Abe (1950) recently 
found that a weak mechanical shock applied to one of the lead electrodes 
elicits invariably an electrical response which causes a quick deflection in 
the galvanometer. This electrical response had apparently such a short 
deflection that it was impossible to figure out its temporal configuration by 
means of a freely suspended reflecting galvanometer. The present in- 
vestigation was undertaken with a view to elucidate the nature of this 
electrical response and the mechanism by which it is released by the slime 
mold, Physarum polycephaium. 

The results we obtained in this investigation indicated very clearly that 
the electrical response of the slime mold disobeys the all-or-none law which 
is known to govern the propagated electrical response of both animal and 
plant cells under ordinary experimental conditions. It was further shown 
that this “ action potential” of the slime mold is always accompanied by a 
simultaneous change in the electric impedance of the protoplasm, similar 
to the electrical response in other cells (Cole and Curtis 1958, 1959; 
Tasaki and Mizuguchi 1949). 

At present, we are not yet in a position to give any adequate explanation 
to the experimental resulis we have obtained. Neither could we correlate 
this response with any other known activity of the slime mold. In this 
paper. therefore, the data obtained are presented objectively, without any 
preconceived ideas as to the nature of processes involved in the response. 


Method 


In most cases a strand of myxomycete plasmodium was suspended. 
according to the method of Kamiya and Abe, in the air of the moist 
glass chamber between the small masses of protoplasm spreading on the 
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surface of the two non-polarizable electrodes (Zn-ZnSQu-agar) Eo and E2 
in Fig. 1. 

To record the action potentials and the impedance changes of the slime 
mold, we have made use of several different:types of electrical circuits. 
In the later stages of the present investigation, the circuit shown dia- 
grammatically in Fig. 1 was generally used. The main part of this circuit 
consists of a low frequency alternating current Wheatstone bridge. The 
bridge current from the transformer T in the figure was an A.C. of 50 cycles 
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Fig. 1. Electrical circuit used for recording the electrical responses of Physarum 
polycephalum. S: Battery for electrical stimulation. P: Current reverser. K (and 
K’): Contacts operated either manually or by means of a Helmholz pendulum. 
T: Transformer serving as the alternating current source of the Wheatstone bridge. 
G: Oscillograph. As regards the numerical values of r’s, R and C, see the text. 


per sec. Its strength was kept as low as possible because we were afraid 
that a strong bridge current might bring about possible changes in the state 
of the protoplasm. In all cases the A.C. voltage between the electrodes Fi 
and E2 was not allowed to exceed 50 millivolts; it was generally between 
15 and 30 millivolts. 

The detector system was a two-stage direct-coupled amplifier and 
oscillograph of the Duddel type, similar to that used by 'Tasaki and 
F ujita in their studies on the effect of chemicals upon the electrical pro- 
perties of the Nitella cell (unpublished). In the output circuit of this 
amplifier was connected an electrical filter (a Z-C tank circuit tuned to the 
frequency of the bridge current), and this served to separate the A.C. com- 
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ponent of the input voltage from the D.C. component. It was possible, by 
; means of this special device and by using two elements of the oscillograph, 
: to record the action potentials and the impedance changes simultaneously 
on the same film. The sensitivity of the vibrator of the oscillograph used 
for recording the action potential was approximately 7.5 X 10— ampere 
per mm. and a constant voltage of 1 millivolt applied to the input of the 
amplifier caused in this vibrator a deflection of 5mm. The sensitivity of 
the A.C. vibrator was 1.5 X 10—* ampere per mm. 

The electrical stimulus was in general a short rectangular current pulse 
of the duration between 0.2 and 100 milliseconds, obtained by operating the 
keys K and K’ in the diagram of Fig. 1. A three-electrode arrangement 
was used to reduce the shock artifact. Between the battery circuit and the 
stimulating electrode Eo, a constant resistance of about 10 megohms was 
generally connected; this was done to check the effect of the electrical 
activity of the protoplasm under the stimulating electrode E> entering into 
the potential and impedance records. As the resistance of the strand of 
protoplasm suspended between the electrode was well below 1 megohm in 
most cases, this high resistance served further to control the strength of the 
stimulating current. 

The main difficulty in the present investigation lies in the fact that 
both the electromotive force and the impedance of the protoplasm were 
slowly but constantly changing so that a steady condition of the prep- 
aration could not be obtained. Under the conditions of our experiment, 
the autonomous rise and fall of the electromotive force of the slime mold, 
which is known to be intimately correlated with the protoplasmic flow 
(Kamiya and Abe 1950), varied mostly within 15 millivolts. The 
resistance of the strand between the electrodes was generally about 
5.0 megohm, and it varied rhythmically up to 20 per cent of the mean 
value. The parallel reactance of the preparation varied also considerably 
from sample to sample, and from time to time in one and the same indi- 
vidual. At the frequency of 50 cycles per sec., it was generally greater 
than 10 times the parallel resistance and showed a very pronounced rhyth- 
mical variation. But, as the period of the rhythmical variation of these 
quantities was fairly long (the period being 2 to 3 minutes), it was possible, 
in practice, to change the known arms of the Wheatstone bridge in such a 
manner that the bridge was continuously balanced. 





Results 


1. The time process of the electrical response 

As has been stated above, the electrical response of the slime mold could 
be induced most readily by a light mechanical shock applied to one of the 
lead-off electrodes with which the plasmodium was suspended. When a 
light tap is given through the tip of a glass rod to the electrode consisting 
of a glass tube filled with agar, a transient variation in the electromotive 
force was elicited from the protoplasm which tends to make the stimulated 
locus negative to the resting region of the protoplasm. The rising phase of 
this “action potential” is very short as compared with its falling phase, 
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which decayed approximately exponentially at the time constant of 1 to 
1.5 seconds. 

The most remarkable feature of this “action potential” is that the size 
of the response depends pronouncedly upon the strength of the shock 
applied. Within a certain limit, a stronger stimulus induced a greater 
response. When the first mechanical shock was relatively weak and the 
response was correspondingly small, the second, stronger shock applied ai 
a short interval after the first caused a greater response which was super- 
posed upon the first response if the interval was short enough. When a 
series of mechanical shocks of approximately the same strength was given 
to the slime mold, the responses were found to accumulate upon one 
another and to approach a steady potential level. The peak value of the 
negative variation amounted often to about 10 millivolts. 

It was found possible to release similar responses by electrical means. 
In our observation on the effect of electrical stimulus upon the slime mold, 
we generally used the tripolar arrangement as shown in Fig. 1. When the 
impedance changes accompanying these responses were not observed 
simultaneously, the alternating current was not supplied to the Wheatstone 
bridge. But, as we have ordinarily kept the resistance R in the known 
arm of the bridge at about 1 megohm, the observed potential should be 
slightly smaller than the voltage actually developed by the protoplasm. 

We found at the onset of our experiment that the strength of current 
required to evoke a response in the slime mold varies remarkably according 
to the area with which the stimulating electrode is kept in contact with the 
protoplasm and also according to the direction of the stimulating current. 
The threshold strength of the current, or the strength required to elicit the 
smallest perceptible response in the galvanometer, decreased as the contact 
surface diminished. This indicates that a certain definite surface density 
of current is required to induce a response. When the plasmodium was 
allowed to spread on the surface of the agar electrodes, the threshold 
became very high and it seemed practically impossible to elicit a response 
by electrical means. In the following observations, therefore, we always 
took precaution to bring the strand of protoplasm in contact with the 
middle electrode E; (Fig. 1) only several minutes before the start of the 
experiment, so that the protoplasm had no time to spread over this elec- 
trode. 

With the experimental arrangement of Fig. 1, it is evident that electric 
responses of the plasmodium are observed only when the region of the 
protoplasm under or around the middle, common electrode Ei is thrown 
into action by the stimulating current. The region of the stimulating elec- 
trode Eo is practically insulated from the lead-off electrodes; and. further- 
more, a mass of protoplasm is spreading over the surface of the electrode 
Ev. A point of interest in this experiment is that a stimulating current 
flowing outwards through the surface of the protoplasm under consideration 
is decidedly more effective in eliciting a response than a current flowing in 
the opposite direction. In the experiment of Fig. 2, the stimulating current 
was withdrawn after a period of about 0.1 second, and there seems to be a 











Electrical Response of a Slime Mold 337 


possibility that an anodal current induces a response, just as in the verte- 
brate nerve, on its withdrawal. 

The question now arises as to whether or not the process involved in the 
electrically induced response is the same as that caused by mechanical 
means. To test this point, we have examined the effect of mechanical stimuli 
applied at varying intervals before and after an electrical stimulus. In all 
cases it was clearly demonstrated that responses induced by the two 
different means were superposed upon one another in the same manner as 
two responses elicited by one and the same method were (Fig. 3). This 
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Fig. 2. The relation between the direction of the stimulating current and the size 

of the response. Stimulus artefacts on the left were caused by brief current pulses 

(about 0.1 sec. in duration) applied with the common (stimulating and lead-off) 

electrode E; connected to the anode of the battery. Responses on the right column 

were obtained with stimulating currents of the opposite sign. Strenght of the 

currents were 1 (top), 2 (middle) and 3 (bottom) microamperes. The time marks 
are 1 second apart. 


undoubtedly indicates that the process underlying these responses is com- 
mon in these two cases. 


2. Thestrength-durationrelation 


Although the type of electrical response before us was found to be con- 
siderably different from those recorded in Nitella cells or vertebrate nerve 
fibers, it was shown possible to determine the strength-duration relation on 
this material taking the smallest perceptible response as index of excita- 
tion. For controlling the duration of the stimulating voltage, two knock- 
over keys of a Helmholz pendulum (K and K’ in Fig. 1) were used. In this 
experiment, the high resistance connected between the battery circuit and 
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the stimulating electrode Eo was short-circuited and, as a consequence, the 
stimulus strength was expressed in volts instead of amperes. 

In spite of the fact that in the slime mold the state of the maierial is 
constantly changing according to a rhythmic pattern, the relation between 
the threshold voltage (v) and the time (t) of passage of the stimulus can be 
determined in a fairly reproducible manner with an accuracy of about 
10 per cent. The observed data fit very well with the well-known Weiss’ 
formula v = b (i + k/t), where b represents the rheobasic voltage and k the 
chronaxie. In the last column of Table 1 are shown the values calculated 

by this formula for different dura- 
tions, in which b and k are 8.2 volts 
and 1.0 millisecond respectively. 
It was a great surprise to us to find 


as Table 1. The strength-duration 


relation just sufficient for 

inducing the smallest  per- 

ceptible response in a myxo- 
mycete plasmodium 





Strength | Strength 





Duration (observed) | (calculated) 

msec. volts volts 

eecoeoeoeeeveee ee @ @ | 
0.22 42 | 45.9 
Fig. 3. Top: An electrically induced elec- 0.44 28.5 | 27.1 
trical response followed by a mechani- nae a fol 
caily induced response. Bottom: A me- re 14 145 
chanically induced response followed by 1.76 12 | 12.9 
an electrically induced response. Re- 2.20 | 13 | 12.0 
sistance R in the circuit of Fig. 1 was 3.30 | a 10.7 
1 megohm, and m=re=0. No bridge 4.40 | 9.5 10.0 
E é 5.50 10 9.7 
A.C. was applied. Time: 1 sec. 6.60 | 95 95 


that the chronaxie for this material is as short as 1 millisecond at room 
temperatures (for chronaxie values of various cells or tissues, cf. Heilbrunn’s 
text-book [1943], pp. 503—504). The rheobase was found to be in general 
between 2 and 10 volts. 

On several occasions, the strength-duration relation for the slime mold was 
determined by means of condenser discharges. In that case, the contact K 
in Fig. 1 was replaced by a condenser of which the capacity could be varied 
from 0.001 up to 10 microfarads, and the stimulus was started by opening 
the key K’ manually. The data obtained obeyed again the hyperbolic law 
v=b (1+ h/RC), where RC stands for the decay constant of the stimulating 
voltage and h for the constant which can be converted into the chronaxie by 
multiplying socalled Lapicque factor 0.35 (see Lapicque, 1926, p. 324). The 
value of chronaxie determined by this method agreed well with that ob- 
tained by rectangular voltage pulses. 
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3. The change in the electric impedance accompanying 
the response 


It has been shown by Cole and Curtis (1938, 1939), Tasaki and 
Mizuguchi (1949) and others that the change in the electromotive force 
in Nitella cells and nerve fibers accompanies, like a shadow, a simultaneous 
change in the electric impedance. It seemed therefore worthwhile exami- 
ning the resistance of this material for an A.C. following electrical and 
mechanical stimulation. Impedance measurements by the ordinary A.C. 





Fig. 4. The relation between the strength of the stimulating current and the size 

of the response. Potential and impedance changes were recorded simultaneously. 

Strengths of the current in microamperes are 5.0 (a), 7.5 (b), 10.0 (c) and 12.5 (d). 

The alternating current Wheatstone bridge was balanced at rm = 30 ohms, 
re = 20 ohms, R = 0.5 megohms and C — 10—10 farad. Time: 1 sec. 


Wheatstone bridge method revealed immediately that, whenever there was 
an “action potential”, there was a change in the impedance. 

We next proceeded to examine the correlation between the action poten- 
tial and the impedance change. The method we adopted was to amplify 
the action potential and the bridge A.C. with one and the same amplifier 
and then to separate these two types of response from each other by means 
of an electrical filter (Tasaki and Fujita, unpublished). By this me- 
thod we examined the change in the electrical properties of the protoplasm 
around the middle electrode FE: in Fig. 1. 

All the records we have obtained indicated very clearly that there is a 
close parallelism between the impedance change and the action potential. 
These two different types of exponentially decaying processes always 
showed the same time-constant of decay. When the stimulus was made 
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stronger, both types of response increased their magnitude in proportion 
(Fig. 4). When a number of electric shocks were delivered in succession, the 
two types of response gave summation curves of exactly the same temporal 
configuration (Fig. 5). 

Close parallelism between the impedance change and the action potential 
was demonstrated further with mechanical stimuli applied to the middle 
electrode E, in Fig. 1. At this region, the 
surface of the protoplasm kept in con- 
tact with the electrode had a relatively 
small area. When mechanical stimuli 
were applied to the slime mold through 
the grid electrode E, where the proto- 
plasm was spreading over a wide area, 
parallelism between the two types of 
electrical response did not seem very 
perfect. As we were interested for the 
time being only in the correlation bet- 
ween the action potential and the im- 
pedance change, we did not try to 
modulate the frequency of A.C. except 
50 cycles. 

On several occasions, we tried to 
determine to what extent both the par- 
allel resistance and the reactance vary 
during activity. The known arms of the 
balanced bridge were made to be so 
altered that it was no longer balanced 
at rest but it would be balanced, in the 
course of many trials, at some particular 
moment after stimulation. It was found 








Fig. 5. Responses induced by a ; é ; 
single (top) and double (bottom) by this method that, immediately after 


rectangular current pulses. The the onset of response, the parallel re- 
strength of stimuli was in all cases Sistance decreased by 2—10 per cent and 
3 microamperes, and the duration the reactance increased by 15-50 per 
was about 0.1 sec. The bridge was cent, giving a resultant impedance loss 
balanced at approximately m= of 2-10 per cent (Fig. 6). With A.C. of 


= 30 ohms, re=40 ohms, R = 1 meg- 
ohm and C= 4X 10—0 farad. 
Time: 1 sec. 


50 cycles per sec., the parallel capacity 
of the preparation at rest was, under 
the conditions of our experiment, below 
10—° farad which corresponds to about 3 megohms in reactance. The re- 
sistance was generally between 0.3 and 0.6 megohms. 


Diseussion 


By the experiments stated above, it was shown that the “action poten- 
tial” of the myxomycete plasmodium accompanies, similar to that of Nitella 
cells and of nerve fibers, a simultaneous change in the electric impedance. 
This response, however, differs from that in Nitella and in nerve in the 
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following respects: (a) The size of the response in the slime mold increases, 
within a certain limit, as the strength of the stimulus increases, while in 
Nitella and nerve the response is released in all-or-none manner. (b) The 
response in the slime mold shows summation when two stimuli are applied 
at a short interval, while in Nitella and in nerve the absolutely refractory 


(c) The duration of the 


period lasts until the activity comes to an end. 
negative variation of the 
plasmodium is about 2,000 
times as long as the chron- 
axie, whereas in Nitella and 
nerve it is only several, ten 
times the chronaxie. 

The properties of the 
plasmodium’s electrical ac- 
tivity mentioned in (a) and 
(b) above seem to resemble 
the response of a curarized 
or refractory muscle fiber to 
motor nerve stimulation (see 
eg. Kuffler 1942, Fig. 8: 
Katz 1942). In a number 
of cases, we have examined 
whether or not the response 
is transmitted along the 
strand from the site of sti- 
mulation. But we could find 
no sign of transmission. 


We also tried to find 
microscopically visible chan- 
ges, if any, in the proto- 
plasm when it is thrown 
into action. A small part of 
the protoplasm midway the 
suspensed strand is laid on 
a thin sheet of agar which 
adheres to the side wall of 





Fig. 6. Electric impedance during activity. The 
bridge was first balanced at rest, then the re- 
sistance and the capacity of the known arm of 
the bridge were altered and a stimulus was de- 
livered. Parallel resistance and reactance at rest 
were, in the case of the upper record, 0.28 and 
2.2 megohms respectively; the resistance was de- 
creased by 2 per cent and the capacity was 
decreased by 15 per cent prior to application of 
the stimulus. In case of the lower record, the 
parallel resistance and reactance at rest were 


the moist glass chamber and 
which works as a nonpolari- 
zable common electrode F,. 


0.29 and 2.1 megohms respectively, and the re- 
sistance and the capacity were decreased by 
approximately 2 and 12 per cent respectively. 





With such a preparation of 

the material it is possible to observe through the microscope the protoplasm 
at the very site where the action potential is elicited while the magnitude of 
the elicited action potential is ascertained by the oscillograph. Thus the 
vigorous flow of endoplasm back and forth along the connecting strand can 
be seen most clearly. But no cessation of flow whatsoever is seen to take 
place at that locus of the strand from which the action potential is ascer- 
tained to have been evoked, nor did we detect any sign of microscopically 
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observable changes in protoplasm at the moment of response. This the fact 
that the protoplasmic streaming in Nitella is stopped temporarily when the 
cell is thrown into action is not shared by the slime mold protoplasm. This is 
probably due to the fact that the local stimulation of the submerged Nitella 
cell rapidly propagates to the entire cell while in myxomycete plasmodium 
the region of response is limited mostly to that locus where the protoplasm 
is directly stimulated from outside. Even though the action potential 
exerted some effect on the protoplasmic flow, the intracapillary flow of the 
endoplasm in the plasmodium would be under control of a region which 
does not take part in the electrical response. 

Seifriz and Epstein (1941) observed that a mechanical shock applied 
to the plasmodium of Physarum polycephalum by a falling drop of water 
immediately “sets” the protoplasm bringing about the suspension of flow 
which they call “shock anesthesia”. This shock is, however, far more drastic 
than the mechanical shock applied by us. In order to throw the slime mold 
protoplasm into electrical activity by a mechanical means, only a slight tap 
on the electrode is sufficient. Moreover, Kamiya and Abe (1950) ob- 
served that the action potential of the slime mold is sometimes evoked even 
spontaneously with varying intervals and varying intensity under constant 
environment. We can say that the electrical response does not necessarily 
accompany the hindrance of the protoplasmic flow. 


Summary 


1. The electrical response released by the slime mold, Physarum poly- 
cephalum, through mechanical and electrical stimuli disobeys the all-or- 
none law. 

2. A stimulating current flowing outwards through the surface of the 
protoplasm is more effective in evoking a response than a current flowing 
in the opposite direction. 

3. The process underlying electrical responses is the same irrespective 
of the means of stimulation, either mechanical or electrical. 

4. The strength-duration relation agrees well with the Weiss’ formula 
vo =b (1+ k/t), in which b (rheobase) is 2-10 volts and k (chronaxie) is ap- 
proximately 1 millisecond. 

5. The “action potential ” of the slime mold accompanies a simultaneous 
change in the electric impedance of the protoplasm. There is always a close 
parallelism between them. 

6. Protoplasmic flow can proceed unhindered at the moment when elec- 
trical responses are induced. 
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As the locomotion of myxomycete plasmodia consists of a repetition of 
an unequal movement back and forth, it is the net difference in quantity 
of protoplasm carried in the opposite directions which makes the 
slime mold change its position. It is clear that, in so doing, the organism 
advances in that direction in which a larger amount of protoplasm is 
iransported. The flow in the direction in which the plasmodium advances 
is called progressive streaming and that in the opposite direction regres- 
sive streaming. Hence the former carries obviously a greater quantity of 
protoplasm than the latter. Vouk (1910) measured successively the dura- 
tion of each progressive and regressive streaming and claimed that the sum 
of the duration of the progressive and subsequent regressive streaming, to 
which he referred as rhythm duration, is approximately constant in each 
rhythm. 

The characteristic feature of the locomotion in plasmodium is, however, 
not sufficiently expressed by merely taking into account the time factor 
such as the rhythm duration or the streaming duration—the duration in 
which the flow continues in one direction. Since the slime mold owes its 
locomotion to the inner protoplasmic flow, it is the volume of protoplasm 
transported by the streaming, or in short, the transport-volume, which is 
significant and that is to be determined if the relation between this shuttle- 
type of inner protoplasmic flow and the consequent locomotion of the 
organism is to be made clear. 

From this point of view, an experiment has been attempted with a view 
to measuring the endoplasmic flow and the consequent locomotion of the 
organism in terms of transport-volume. Physarum polycephalum served as 
material for the present study. 


Method 


In order to measure directly the transport-volume of protoplasm, the 
author devised a kind of volumeter which consists, as shown in Fig. 1, of 
a double-chamber containing the material, a pair of 3-way stop-cocks 
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(C, and C,), a pair of auxiliary stop-cocks (C, and C,) and a glass eapillary 
which connects C, with C,. The double-chamber is made of glass and is 
divided in two compartments (A and B) by a partition. In A and B, each 
of which has gas space of about 3 c.c.’, there is a small amount of proto- 
plasm blob, usually 10-40 mg, a and b, which are connected by a proto- 
plasmic strand penetrating the central partition. This protoplasmic strand 
is a kind of capillary, gel ectoplasm being the wall of the tube of about 
100-150 microns in which flows sol endoplasm. 

For the central partition, a piece of glass or synthetic resin, 1 mm in 
thickness, is used. Though its upper edge has exactly the same height as 
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lig. 1. Double-chamber volumeter. A, B: compartments containing small masses 
of protoplasm a und b. M: index drop. C,—C,: stop-cocks. 





that of the chamber, there is a tiny channel which is just big enough to allow 
the connecting strand to go through. In mounting the material, the glass 
slide together with the material is inverted over the chamber in such a way 
as to have the strand of protoplasm adhering to the slide fit in the channel. 

The gap which may be produced between the even top of the chamber 
and the slide and also between the channel and the connecting strand of 
protoplasm is filled with vaseline which has been properly applied before- 
hand. 

Thus by covering the chamber with the slide, we can divide it into two 
airtight compartments A and B; yet the endoplasmic flow proceeds back 
and forth between them without any restraint along the connecting strand. 
The preparatory steps as to mounting the material are thus completed. 

It is to be added here that, besides the method mentioned above, agar 
may likewise be used in case there is no danger of water osmosis occuring 


1 This can be reduced by inserting glass blocks of proper sizes. 
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between the two compartments. The latter method requires the same 
technique as the one developed by the author in connection with the meas- 
urement of the motive force (Kamiya 1942, 1943 a). 

The two extra stop-cocks (’, and C, are provided for experimental 
studies involving the use of gases or solutions. In the glass capillary is 
placed as an index marker a drop of kerosene M which has been stained 
with Sudan III. By turning the stop-cocks C, and C, in appropriate 
positions, one can freely change the locus of the indexmarker, open the 
double-chamber to the outside, or join the two compartments to each other 
with the glass capillary 
shutting them out from 
the outside. The position 
show in Fig. 1 is the “ read- 
ing position ”, the correct 
one for measurement. 











It is obvious that when 
the endoplasmic flow ta- 
kes place from a to b, 
the volume of a decreases 
to the same extent as the 
volume of b increases: 
when the protoplasm 
streams in the opposite di- 
rection, the situation will 
be reversed. This change 
in volume induced by the 
streaming will be trans- 
mitted by the air to the 
Fig. 2. Double-chamber volumeter in modified form. index drop in the glass 





capillary. The possible 
time lag of the motion of the index drop behind the protoplasmic streaming is 
negligibly small because of the very short period of proper oscillation of the 
index drop as compared to that of the rhythmic cycle of the protoplasmic 
motion. It is, however, preferable to use a short (2-3 mm) index drop and 
not too fine a capillary so as to avoid increasing the resistance to the 
movement of the index drop. 

The glass capillary which has a readable portion of 90 mm in length, 
has an inner diameter of 0.92 mm, but taking into account the thickness of 
the lining of oil which wets the inner wall, the net diameter has a somewhat 
smaller value. The volume which is eliminated when the index drop moves 
by 1 mm is according to the present volumeter 0.664 mm? with the correction 
of the thickness of the oil lining*. Accordingly, by measuring the distance 
which the index marker has covered, the amount of protoplasm which has 
moved between a and b can be obtained. 


? Without correction this value is 0.671 mm*, which shows an error of about 
1 per cent. 
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Fig. 2 also shows a kind of double-chamber volumeter, its principle being 
entirely the same as in case of the one shown in Fig. 1. Here thé double- 
chamber has a cylindrical form with the inner diameter of 21 mm and the 
height of 10 mm. Instead of the pair of auxiliary stop-cocks in Fig. 1, the 
two compartments are connected through a 3-way stop-cock C,. The glass 
capillary is not fixed to the chamber as in Fig. 1, but is so made that the 
capillary can be replaced by another with a proper diameter according to 
the need. The capillaries so far used have an inner diameter of 0.63, 0.75, 
0.85 mm. The joints are tightly fitted and the glass capillary is supported 
from the outside by a pair of heavy rubber tubings. This type of double- 
chamber volumeter can be widely used for many purposes and is specially 
fitted in treating the protoplasm with various gases and solutions. 

The greatest merit of the double-chamber volumeter is its being a closed 
system so that position of the oil drop is kept independent of the atmos- 
pheric pressure and temperature, yet the movement of the drop resulting 
from the protoplasmic flow is extremely sensitive—a fact which renders the 
experiment very easy and accurate. 

On the other hand, it is also to be kept in mind that factors other than 
the protoplasmic streaming, especially respiration of the living substance, 
may also induce more or less the index drop to drift. The change in 
ihe inner gas pressure due to respiration is mainly determined by respira- 
tory coefficient and the solubility of O, and CO, to water. The amount of 
drift caused by respiration—and by other factors if any—is usually slight 
as compared with the shift resulting from the protoplasmic flow. This is 
true especially when there is approximately an equal amount of protoplasm 
in the two compartments, for the possible drift of the index drop due to 
respiration or other factors is in that case for the most part cancelled out 
between them. 

In the experiment, the successive position of the meniscus of the index 
dlrep is determined by means of a measuring microscope at definite intervals. 
The measurement was carried out uninterruptedly every 5 seconds with the 
help of an automatic sound signal. 

The author conducted a further experiment to get optical registration 
of the movement of the index drop automatically. Namely, the enlarged 
image of its meniscus is projected through a slit of the photo-kimograph 
on a strip of photographic paper which is moving at a right angle to the 
capillary at a constant speed. As this self-recording method gives satis- 
factory results eliminating individual errors in observation and as its appli- 
cation is relatively simple, the present work was performed mainly by 
means of the automatic technique. 

The experiments were carried out at room temperature (25°—28° C) which 
remained approximately constant showing no greater deviation than 
+ 0.2° C during the course of each experiment. 


Graphical Representation of Transport-Volume 
In case when the auther did not resort to automatic registration, he 
plotted a series of instantaneous values of the index marker’s position, 


i= 
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taking this as ordinate against time as abscissa. Those points come almost 
perfectly in a smooth undulating curve which faithfully represents the 
characteristic features of the rhythmic protoplasmic flow. 
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Fig. 3. (top) Curve showing the transport-volume of protoplasm. 
Ordinate: volume in mm’. Abscissa: time in minutes. 


Fig. 4. (bottom) Curve showing the intensity of flow. 
Ordinate: rate of transport in mm* per second. Abscissa: time in minutes. 


The fact, which has been known but has not been demonstrated quan- 
titatively yet, that protoplasm flows somewhat more in the direction in 
which the whole body advances than in the opposite direction, can be 
clearly shown on a graph. The pattern of the curves thus obtained changes 
from plasmodium to plasmodium and also sometimes even in the same 
plasmodium. These curves, all of which have to do with normal plas- 
modium, reveal divergencies in pattern which correspond exactly with those 








Fig. 3 
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of motive force-time curves (Kamiya 1942, 1943b) or velocity-time curves 
(Kamiya 1950b). 

In Fig. 3 it is to be noticed that the plottings fall almost precisely in 
line. Taking the zero-ordinate arbitrarily at the beginning of the curve, 
increase of the protoplasmic volume in b and the corresponding decrease 
of volume in a in relation to the initial state is designated as plus and the 
reverse situation as minus. This is merely an expedient for representing 
the movement graphically. 

The undulating curve in Fig. 3 repeats its regular ascent and descent 
periods increasing each time the ordinate. The time coordinate of the 
maximum point of the curve shows the instant at which the flow from a 





Fig. 5, 


to b is over and the direction is being reversed to from b to a; that of the 
minimum point shows the moment at which the flow from b to a is being 
reversed to from a to b. For instance in the same figure, T, (= 72 sec.) 
and T, (= 67 sec.) show respectively the duration of a progressive and re- 
gressive streaming and V, (= 2.59 mm*) and V, (= 1.95 mm*) show the 
volume of protoplasm which has been carried by the progressive and re- 
gressive flow. bv represents the difference between V, and V,, that is, the 
amount which was transported from a to b and was not brought back. Thus 
it means that this plasmodium moved in one direction by V,—V,=bd 
(= 0.64mm*) in one rhythmic movement. Explanations on Fig. 4 will 
follow later. 

In case when the automatic method is applied, such a curve is obtained 
directly on a strip of photographic paper. Fig. 5 shows by means of a self- 
recording curve a comparatively regular case of rhythmic movement. The 
interval of each parallel line has been set up in the experiment in such 
a degree of magnification as it amounts to just 0.2mm‘; the time interval 
is 30 seconds. This figure thus shows a record of about 27 minutes, 
20 rhythms being included within the period from trough p to trough q 
designated in the graph, or in the lapse of 26 minutes 12 seconds. Table 1 
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Table 1. Numerical data from Fig. 5 
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| 350<427 | 77.27 
| 385 < 41.9 80.4 2.27>1.39 | 0.88 
38.1 < 41.3 79.4 194>1.28 | 0.66 
38.1 < 40.9 79.0 1.71>1.30 | 0.41 
38.5 < 38.8 77.3 1.46 = 1.46 0 
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42.3<42.7 | 85.0 2.16>1.68 | . 0.48 
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31.4 < 47.2 78.6 | 1.58> 1.31 0.27 
31.1 < 45.8 76.9 | 139>1.29 | 0.10 
31.8 < 42.3 74.1 | 151>1.25 | 0.26 
30.3< 41.3 | 716 | 1.67>1.21 | 0.46 
30.3 < 44.0 74.3 144>0.99 | 0.45 
31.4<49.0 | 804 | 105>061 | 0.44 
314<482 | 796 0.84>043 | 041 
34.2 < 46.1 80.3 0.98>0.58 | 0.40 
32.5 < 43.3 75.8 113>074 | 0.39 
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gives the numerical data on both transport volume 
and duration of the progressive and regressive 
movement in the form p to q. The net volume s 
transported in one direction during the period 
after a repetition of 20 back ad forth movements 
is: 


20 
s= DY (Ven = Van) => = Dn = 7.9mm 


n=1 


Graphically, this is shown as the difference in 
ordinate between the time scheme p and q. 

On the other hand, the total volume passing 
through the connecting strand will be shown by 
the arithmetic sum of the volume carried in both 
directions. Hence the total volume S having passed 
the strand is: 

20 


S= DY (Ven + Varn) = 57.2 mm3 


n=l 


The transport-volume carried in one direction during one streaming 
duration which is seen as the ordinate difference between the consecutive 
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crest and trough, reached in this record nearly 2.3mm* in the. second 
rhythm. 


Figs. 3 and 5 show both typical examples of the wave forms presented 
by the plasmodium, but the patterns of the curves change even under con- 
stant external conditions according to internal factors of the individual 
specimen. Protoplasm responds sensitively to changes in the milieu 
in which it exists showing modification in the wave patterns, but here we 
shall limit our scope to the case presented by the normal plasmodium in its 
natural condition. 

When we take a continuous record of the transport-volume curve pro- 
duced by the normal plasmodium we generally notice that the wave train 





“I 


Fig. 


rises or falls spontaneously and that its amplitude increases and decreases 
also on its own accord. 

Fig. 6, which represents a continuous self-recording curve of 89 minutes, 
shows one example of this. The interval between each adjacent parallel 
line amounts to 0.4mm* and the time interval is 60 seconds. Here we 
see remarkable changes in the amplitude which increases and decreases at 
an inconstant interval of 8 to 12 minutes and moreover varies also greatly 
in magnitude at each period of increase. This fact shows that, even when 
the rhythmic periods are the same, the volume of the protoplasm carried 
by the flow varies greatly in each rhythm. According to this record the 
transport-volume in one streaming duration lasting 49 sec. reached 4.4 mm’. 

The upward or downward trend of the wave train is caused mainly by 
the dynamic polarity of the plasmodium, which is a question to be 
considered apart from the rhythmic activity of the protoplasm (Kamiya 
1942, 1943b). Since the wave train here repeats the rise and fall of its 
mean height, or its assumed axis, the polarity of the organism must have 
reversed accordingly. The net volume of protoplasm that has moved 
effectively from one compartment to the other during 89 minutes is but 
0.6 mm’. 

Fig. 7 shows a 52 minutes record taken from another specimen. The 
interval of the time and volume coordinate is the same as that in Fig. 6. 
It is noticed here that the wave train keeps falling while the wave form is 
subjected to rather irregular changes. There appear repeatedly periods of 
depression where no distinct undulation of the curve occurs. 
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It is to be noticed that there are not few cases in which a marked change 
in amplitude recurs at regular intervals. Fig. 8 (time interval: 30 seconds, 


volume interval: 0.2mm*) is an 
example of a periodic rise and 
fall where 5 to 6 waves make a 
group forming an_ increasing 
amplitude and decreasing ampli- 
tude period by turns at intervals 
of about 7 minutes. The upward 
trend of the wave train denotes 
that the organism kept a polarity 
in the same direction. All in all, 
4.0mm of protoplasm has moved 
in one direction (upwards in the 
graph) in a period of 41 minutes 
from the beginning of the curve 
till its end. 


lt has been revealed by study- 
ing transport-volume curves ob- 
tained from more than 40 spe- 
cimens that the pattern of the 
curve differs according to the 
individual characteristics of the 
specimen used and. also that it 
keeps changing spontaneously 
even though one and the same 
specimen is being placed under, 
a constant external condition. 
Thus the transport-volume keeps 
continously changing in each 
rhythm. 

That the wave amplitude 
keeps spontaneously increasing 
and decreasing is a noteworthy 
phenomenon which has also been 
pointed out in the previous works 
of the author in connection with 
the motive force and the stream- 
ing velocity. It is natural that, 
so long as we deal with the same 
phenomenon, the results of the 
measurements will be correlated 
to each other even though the 
objects of the measurements are 
different. 
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Streaming Duration and Transport-Volume 


It has been believed rather implicitly, that protoplasm flows longer in 
the direction in which more is carried. On this plausible assumption 
progressive flow has been regarded as synonymous with the flow of longer 
duration, and regressive flow with the reverse flow of shorter duration. 
Vouk (1910) for instance, writes thus: “The streaming in the moving 
direction of the plasmodium, that is, the progressive streaming always lasts 
a longer time than the opposite, reverse streaming.” Similar expressions are 
found in many works describing protoplasmic flow in myxomycetes. In 
the light of the volumetric analysis, however, it has become clear that 
these descriptions are not always true. The progressive flow does not 
necessarily have a duration longer than that of the regressive flow. 


As the volumetric analysis of the flow will give a distinct answer to 
the question whether there is a definite relation between the streaming 
duration and the volume of protoplasm carried, it will be pertinent to 
analyse the transport-volume curve from this point of view. According 
to the analysis of 229 rhythms taken at random, there are 135 rhythms 
of which the progressive streaming has a duration longer than that of the 
regressive streaming, while in other 94 rhythms the regressive streaming 
lasts longer than the progressive streaming. Thus we find ‘that cases in 
which the progressive flow, as generally believed, lasts longer than the 
regressive flow amount to 59 per cent, whereas 41 per cent represents the 
opposite case. Hence we must assume that Vouk’s conclusion and what 
is generally accepted is very often not true. According to Table 1 showing 
the numerical data concerning the self-recording curve presented in Fig. 5, 
the duration of the progressive flows, with the exception of the 8th rhythm, 
is always shorter than that of the regressive flows, which is contrary to 
Vouk’s conclusion. As is seen in Fig. 5, this is due to the fact that the curve 
goes faster in its ascent than in its descent. In other words, the progres- 
sive streaming is strong but lasts short, whereas the regressive streaming is 
slack but lasts long. Examples like Table 1 are by no means rare. 

As there were so far no methods for measuring the transport-volume of 
the protoplasm, Kinoshita (1941), in his study on galvanotaxis of the 
plasmodium, adopted for convenience’ sake the ratio between the duration 
of the flow in one direction and that in the opposite direction, T,/T,. as 
an index showing the general tendency of the locomotion of the plasmodium 
as a whole and called it “streaming ratio”. In a sense this term was 
originally intended to mean, the streaming ratio should have been represen- 
ted by the volume ratio V,/V , instead of the time relation T,/T,. The adequ- 
acy of the value T,/T, as an index showing the locomotion of the plas- 
modium, therefore, depends upon the degree of correlation existing 
between T,/T, and V,/V,. lt is, however, unfortunate that the analysis of 
the transport-volume curves shows no reliable correlation between T,/T, 
and V,/V,. 

To sum up, no close relationship is found between the duration and the 
iransport-volume of protoplasm in rhythmic progressive and regressive 
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streaming; the progressive streaming lasts in no few cases shorter than 
the regressive streaming. 


The Intensity of the Protoplasmic Flow 


The curves obtained above represent the accumulative effect of trans- 
portation by the flow. While the accumulative effect stands in itself for 
the locomotion of the plasmodium, the rate of transportation will be the 
measure of the intensity of the flow. 

The significance of the intensity of protoplasmic streaming has been 
pointed out by several workers from the view-point that the protoplasmic 

streaming would play physio- 

Wf, YY logically a significant part for 
yy Uy intracellular transportation and 

i diffusion of substances. Yet no 
explicit definition of the inten- 
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Fig. 9. Left: Microscopic view of the proto- 
plasmic capillary, somewhat schematically 
shown. g: the wall of the capillary tube con- 


is most active at the axis of 
the stream and becomes the 
slower the nearer it is to the 





sisting of the plasmagel (ectoplasm). s: the 

flowing plasmasol (endoplasm). Right: Dia- 

grammatic representation of the intracapillary 

velocity distribution of the endoplasm. The 

thin broken line indicates the prarabola extra- 

polated from the heavy line at the peripherial 
zones. 


periphery can be ascertained 
qualitatively through a_ sub- 
jective observation, but so 
simple is not the quantitative 
determination of velocity di- 
stribution. According to the 
author’s analysis conducted by 
a cinematographic technique (Kamiya 1950a), its velocity distribution 
proved to be represented schematically by the form shown in Fig. 9. It is 
approaching a revolution of a parabola, the apex of which is more or less 
flattened. The form of velocity distribution is, however, modified according 
not only to the rate of flow but also to the size and individual shape of 
the stream’s cross section. 

Referring to Fig. 9, particles in the protoplasm that are placed within 
a section plane p p’ at a given time ¢ move at the next moment t+ At to 
the curved surface qq’ q’’.. The volume Ap that is surrounded between the 
plane pp’ and the curved surface qq’ q” represents the transport-volume 
during At, and A v/At becomes a measure that will stand for the intensity 
of the protoplasmic streaming. Actually the form of the curved surface 
qq'q" as well as the diameter of the stream is constantly changing as 
time passes. 
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Though it is utterly impracticable to evaluate Av/At directly , under 
the microscope, this can be done by means of the new method described 
above, simply by measuring the inclination of the transport-volume curve 
against the time axis, i.e. by finding the derivative of the same curve 
graphically. Fig. 4 is an example of this. Here the differences in the 
adjacent measurement values in Fig. 3 are plotted successively. In Fig. 4 
is seen how A v/At, or the intensity of the protoplasmic streaming, changes 
with time. The moment in which the streaming direction is reversed 
corresponds in Fig. 4 to the moment at which the curve crosses the time axis, 
and the transport-volume of the protoplasm within a certain definite period 
of time is represented by the area that is included between the curve and 
the time axis. The maximum intensity of the intracapillary flow reaches 
in Fig. 4 0.06 mm? per second. Thus through the procedure of the graph- 
ical differentiation of the transport-volume curve, no matter whether it is 
reproduced from the data obtained by observation or recorded automat- 
ically, it has become possible to determine the intensity of the flow which 
has so far not been measured in any material. 


Application of Double-Chamber Volumeter 


We have learned in the previous section that the transport-volume curve 
usually takes either an upward or downward course even though the con- 
clitions of the two compartments are kept equal. The “ polarity ”, which is 
represented by unknown internal factors lying in the living matter itself, 
is responsible for this fact. 

On the other hand, if one half of the organism is subjected to conditions 
different from those to which the other half is subjected, the plasmodium 
usually reacts very sensitively to it and starts making a locomotion toward 
either of the two compartments. This is nothing but the taxic reaction 
well known in slime molds. There have been indeed no few reports of 
observation of the taxic phenomenon in slime molds, but difficulties have 
always been encountered in keeping constant the difference in the milieu 
which different parts of the same plasmodium face and also in measuring 
precisely the locomotion of the plasmodium reacting to it. The double- 
chamber method will do away with all these difficulties, for it enables us 
to follow every detail of the organism’s locomotion when an exactly known 
difference in conditions has been established between the two compartments. 
In setting up the difference in conditions between the two compartments, 
however, precaution should be taken in such technical points as preventing 
osmosis to occur through the partition, or correcting the error arising from 
the protoplasmic respiration. 


Myxomycete plasmodium is a widely used material having particular 
advantages for various physiological experiments, yet it is a material not 
very easy to handle for quantitative experiments. It is hoped that the 
volumetric method will provide a new means for attacking problems on 
protoplasmic flow in slime mold quantitatively. 
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It may be added that, besides the studies on protoplasmic flow or taxis 
of plasmodia, the double-chamber volumeter will find its further applica- 
tion in other research fields of cell physiology by being used with ap- 
propriate materials other than the slime mold. Quantitative studies on 
osmosis through a single cell, water imbibition of plant tissues are some 
of those applications. By using the double-chamber as a differential 
volumeter, the measurement of respiration in minute specimens is also 
possible. 
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Summary 


The manner of the locomotion of the slime mold, Physarum polyce- 
phalum, was shown graphically using a double-chamber volumeter deve- 
loped by the author. It enabled him to represent in undulating curves every 
detail of the way in which the slime mold moves on little by little by 
availing itself of the difference in transport-volume of the endoplasm pro- 
duced at each repetition of the back and forth streaming. 

The curve showing the locomotion of the organism pointed out that 
more than 4mm* of protoplasm is sometimes shifted in a direction in one 
streaming duration. No close relationship is found between the streaming 
duration and the transport-volume of protoplasm. The intensity of the 
flow, which may be defined as the volume of protoplasm transported per 
unit time, can be obtained from the transport-volume curve through its 
graphical differentiation. 
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Die zellstreckende Wirkung einiger Phenoxyessigsiiure- 
derivate im Pastentest 
Von 


Hans Linser 
(Aus dem biologischen Laboratorium der Osterreichischen Stickstoffwerke Aktien- 
gesellschaft, Linz) 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingelangt am 8. Februar 1950) 


Die 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure ist durch ihre Fahigkeit, als ein Stoff 
mit auxinartiger Wuchsstoffwirkung besonders auf dicotyle Pflanzen ein- 
zuwirken, in gleicher Konzentration jedoch monocotyle Pflanzen fast un- 
beeinflu&t zu lassen (vgl. Ubersicht bei Linser 1949), wahrend der letzten 
Jahre als Unkrautbekimpfungsmittel fiir Getreidefelder vielfach unter- 
sucht und praktisch angewendet worden. Im Zusammenhang damit bean- 
spruchen auch die anderen chlorhaltigen Phenoxyessigsaiurederivate einiges 
Interesse, und es war vor allem interessant, die Wuchsstoffwirkung in ihrer 
Abhangigkeit von der Zahl und der Lage der Chloratome am Ring der 
Phenoxyessigsdure zu untersuchen. In einer wahrend der Durchfiihrung 
der hier geschilderten Versuche erschienenen Arbeit von Muir, Haensch 
und Gallup (1949) wurden einige chlorsubstituierte Phenoxyessigsiure- 
derivate mit einem das geradlinige Streckungswachstum von Avena sativa- 
Koleoptilen beniitzenden Test gepriift. Es ergab sich dabei ebenso wie in 
friiheren eigenen Versuchen mit dem Pastentest (Linser 1949), daf die 
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure noch in auferordentlich starker Verdiinnung 
(10-’—10—5 Mol/Ltr.) eine férdernde Wirkung auf das Streckungswachstum 
ausiibt, welche jedoch bei héheren Konzentrationen wieder absinkt und 
schlieBlich in eine hemmende Wirkung iibergeht. Fiir 2,4,6-Trichlor- 
phenoxyessigsiure fanden Muir, Haensch und Gallup eine Hem- 
mungswirkung bei 10 Mol/Ltr., die bei fallender Konzentration in eine 
schwach firdernde Wirkung iiberging; bei 10-5 Mol/Ltr. jedoch war die 
Substanz bereits wirkungslos. Die Monochlorphenoxyessigsauren liegen in 
ihrer Wirksamkeit zwischen der 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure und der 
2,4,6-Trichlorphenoxyessigsaure. 

Die mit geradlinigem Wachstum arbeitenden Teste geben zwar iiber die 
Zellstreckungswirkung einer Substanz gute Auskunft (Steiner 1948) cha- 
rakterisieren aber das physiologische Verhalten des betreffenden Stoffes 
nicht in so ausfiihrlicher Weise wie dies der Pastentest (Linser 1938, 1959, 
1940, 1948) vermag, der neben der Aussage iiber die Zellstreckungswirkung 
an Hand der Kriimmungswinkelwerte, auch eine solche iiber das Diffu- 
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sions-, bzw. Verteilungsverhalten in der Pflanze und schlieflich sogar eine 
Aussage iiber die indirekte Wirkung auf das Langenwachstum des Sprosses 
(bzw. des Primarblattes) erméglicht. Es ist daher auch nach Kenntnis der 


reinen Zellstreckungswirkung chlorsubstituierter 


vate von Interesse, deren Verhalten in 
dem mit Koleoptilen von Avena sativa 
arbeitenden Pastentest kennenzulernen. 
Untersucht wurden Phenoxyessigsaure 
(POE),4-Chlorphenoxyessigsaure(p-COE), 
2, 4,6-Trichlorphenoxyessigsaure (2, 4,6-T"). 
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) und 
Uber die reine Zellstreckungswirkung 
in Abhangigkeit von der Konzentration 
geben die Kurven der Abb. 1 Auskunft. 
Sie zeigen, daft die Fahigkeit zur Férde- 
rung des Zellstreckungswachstums in der 
Reihenfolge 2,4-D, p-COE, POE, 2,4,6-T 
abnimmt und daft 2,4,6-T im Gegensatz 
zu dem Befund von Muir, Haensch und 
Gallup (1949) keinen, das Zellstrecdcungs- 
wachstum férdernden Bereich erkennen 
lieR. Die Betrachtung der Kriimmungs- 
winkel (vgl. Abb. 2) zeigt nunmehr folgen- 
des: Bei POE haben wir es, wie aus den 
Zuwachswerten der Abb. 1 hervorgeht, 
mit einer Hemmung des Streckungswachs- 
tums der Koleoptile zu tun. Diese Hem- 
mungswirkung wird, wie das linke untere 
Bild der Abb. 3 erkennen Ja@t, nicht nur 
an der von der Paste beriihrten Stelle, son- 
dern auch basalwirts ausgeiibt. Die hem- 
mende POE wird also basalwarts trans- 
portiert. Daf die Kriimmungen zur 
Pastenseite hin bei der héheren Konzen- 
tration 10°% kleiner sind als bei 10—'%, 
diirfte wahrscheinlich auf den Durchbruch 
der relativ stark entwickelten Primar- 
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L ¥246-T 
ww? 10°% 
Abb. 1. Die Lingenzuwachswerte 
der Koleoptilen wiahrend der 
24stiindigen Versuchsdauer in Pro- 
zenten des Wertes der ,,unbehan- 
delten“ Koleoptilen. An der Ab- 
szisse sind die Konzentrationen 
der Stoffe in der aufgetragenen 
Lanolinpaste angegeben. 2,4-D = 
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure; 
p-COE = Chlorphenoxyessig- 
sdure; POE = Phenoxyessigsaure; 
2,4, 6-Trichlorphenox yessigsaure. 
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blitter zuriickzufiihren sein (Abb. 3, Bild links oben), deren Streckungs- 
wachstum durch die Applikation von POE an die Koleoptile nicht gehemmi 
wurde. Dagegen bewirkte 2,4,6-T in gleicher Konzentration sowohl eine 
direkte Hemmung des Koleoptilenwachstums wie auch indirekt eine Hem- 
mung des Primirblattes, so daf es trotz der eingetretenen Koleoptil- 
verkiirzungen zu keinem Durchbruch der Primiarblatter kam (Abb. 5, Bild 
rechts oben). Auch in diesem Falle aber wird die 2,4,6-T basalwirts ge- 
leitet, was aus der gleichmafigen Kriimmung der ganzen Koleoptillange 


hervorgeht. 


1 Die Substanz wurde in reiner Form durch Herrn Dr. Schénbeck hergestellt. 
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Die starke Kriimmung des oberen Koleoptilendes bei 2,4-D kommt da- 
durch zustande, da die der Paste direkt anliegenden Koleoptilteile in 
ihrem Streckungswachstum — wie aus Abb. 1 ersichtlich ist — nicht ge- 
hemmt, aber auch nicht geférdert werden, wahrend die gegeniiberliegende 
Seite durch Wirkstoffquertransport (Linser 1938) etwas weniger 2,4-D er- 
halt, aber aus diesem Grunde (vgl. Abb. 1) starker geférdert wird, so daft 
eine starke Kriimmung zur Pastenseite hin erfolgen muf. Bei geringer 
Konzentration (10-'%) liegt sowohl 
die direkt wirkende wie auch die 





= Quertransportmenge an  p-COE 
3S an nahe dem Wirkungsoptimum, wes- 
N POE halb in der Wirkung der beiden 
5 ees Konzentrationen ein nur geringerer 
5 Unterschied besteht, der sich in einer 
N geringfiigigen Kriimmung bei aufter- 
S ordentlich starkem Gesamistrek- 


24 6T kungswachstum dufert. Bei 2,4-D 
liegen die Verhaltnisse ahnlich, doch 








= scheint die Gréfe des Quertrans- 
= f portes etwas geringer zu sein als bei 
§ i p-COE, weshalb die Kriimmungs- 
a winkel auch bei 10-'% noch deut- 
s r licher auftreten. 
5 4 Die GréRe des Quertransportes 
Sek laBt sich aus dem Langenzuwachs Z 
a iat: der Pastenseite, dem Kriimmungs- 
L winkel a und dem Koleoptildurch- 
F ; — messer D als die Zuwachsgréfe q der 
ws we wt 10% der Paste gegeniiberliegenden Seite 


Abb. 2. Die Kriimmungswinkel a nach der Koleoptile berechnen nach 
24stiindiger Versuchsdauer in Abhingig- Z=q +d, wobei 
keit von der Konzentration der unter- 1 


suchten Stoffe in der Paste. d=a. aD 


ist. Fiir die fiir q errechneten Werte kiénnen an Hand der Kurven der 
Abb. 1 die zugehérigen Konzentrationen abgelesen werden. Diese lassen 
sich (wegen der Ungenauigkeit der Kurven) nur angenahert ablesen 
und kénnen in Prozenten jener Konzentration ausgedriickt werden, die an 
der Pastenseite vorhanden war. Auf diese Weise ergibt sich die ange- 
niherte GréRe des Quertransportes fiir 


POE mit 63% 
p-COE .,, 40% 
2,4-D 3 pee 
2,4,6-T ., 56% 


Es zeigt sich daran, daf die Gréfe des Quertransportes bei 2,4-D tat- 
sachlich niedriger ist als bei p-COE, was mit dem eben erwahnten Befund 
iibereinstimmt. 
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Die Bedeutung des Quertransportes fiir die Gréfe des Kriimmungswinkels er- 
gibt sich daraus, da& ohne sein Vorhandensein als Folge der einseitigen Wuchs- 
stoffwirkung allein gegeniiber den gefundenen folgende Kriimmungswinkel beob- 
achtet worden sein miiften. 


bei POE p-COE 2,4-D  2,4,6-T 


Konzentration . . quai’. [2% 10°% 10-1% » 101% 10°% 
berechnet ohne Quertransport . . +3779 —213° —337® + 615° 
gefunden .. . .. . eee eee + '53° + 150° + 75° 


Positive” Winkel sind hierbei solche, die einer zur Paste hin gewendeten Kriim- 
mung entsprechen, ,,negative dagegen solche aus gegenteiliger Kriimmung. 


Wahrend nach den vorliegenden Ergebnissen nur 2,4-D<und p-COE als 
echte .,Wuchsstoffe“ zu bezeichnen sind, weil sie einen wachstumsfoérdern- 
den Bereich besitzen, miissen POE und 2,4,6-T, da sie keinen ausgepragten 
fF Grderbereich aufweisen, als ,.Hemmstoffe“ betrachtet werden. Da jedoch 
2,4-D und 2,4,6-T im Hinblick auf ihre unkrautbekimpfende Wirkung 
uhnliche Eigenschaften besitzen, erhebt sich die Frage, ob die kontrare Be- 
zeichnung beider Stoffe als Wuchs-, bzw. Hemmstoff gerechtfertigt ist oder 
ob blo® ein gradueller Unterschied der Wirksamkeiten beider Substanzen 
vorliegt. Da 2,4,6-T auch bei starker Verdiinnung kein ausgesprochenes 
Férderungsoptimum durchlauft, kann der Unterschied in der Wirkung_ bei- 
der Stoffe nicht ein einfach gradueller sein. Die vorliegenden Befunde 
zeigen aber auch, daft die unterschiedliche, Wirkung beider Stoffe nicht 
allein an ihrer unterschiedlichen Verteilung in der Pflanze erklart werden 
kann. Die beobachteten Unterschiede miissen daher in einer bisher un- 
bekannten Weise auf die Unterschiede in der chemischen Konstitution (der 
Chlorsubstitution) zuriickgefiihrt werden. Die, 2,4-Substitution ist hierbei 
im Hinblick auf zellstreckungsférdernde Wirkung der einfachen 4-Sub- 
stitution tiberlegen. Wie die Befunde von Muir, Haensch und Gallup 
(1949) zeigen, ist die 4-Substitution von starkerer zellstreckender Wirkung 
als die 2-Substitution. Die gesamte zellstreckende-Wirkung beider Sub- 
stitutionsarten wird jedoch durch eine zusiatzliche 6-Substitution aufgehoben. 


(Die Durchfiihrung der Versuche lag in Handen von Fr. Lina Haller und Fri. 
Hanne Repp.) 


Zusammenfassung 


1. Wahrend 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure und p-Chlorphenoxyessig- 
siure zellstreckende Wirksamkeit zeigen, besitzen Phenoxyessigsiure und 
2.4,6-Trichlorphenoxyessigséure keinen ausgesprochenen Férderungs- 
bereich des Streckungswachstums. Wahrend die beiden ersten Stoffe als 
Wuchsstoffe angesprochen sind, iiben die beiden letztgenannten Hemmstoff- 
Funktionen aus. 

2. Phenoxyessigsiiure hemmt das Koleoptilwachstum, nicht. aber das 
Primarblattwachstum, 2,4,6-Trichlorphenoxyessigsaure dagegen. hemmt bei 
Anwendung als Lanolinpaste an‘der Koleoptile auch das Primarblatt. 

3. Negative Kriimmungswinkel werden nur durch 2,4-Dichlorphenoxy- 
essigsdure in Konzentrationen unterhalb von 10-2% erzielt: Die Gréfe des 
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Quertransportes bei 2,4-D ist geringer als jene der iibrigen hier ~«unter- 
suchten Stoffe. 
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Wirkungen von Ionen auf die Wasserdurchiliissigkeit 
des primiiren und sekundiiren Hautgewebes 
pflanzlicher Organe 


Von 


Otto Hirtel 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 18. Februar 1950) 


Die Widerstinde, die die Kutikula der Laubblatter dem Wasserdurch- 
tritt entgegenstellt, sind, wie bereits an verschiedenen Pflanzen gezeigt 
werden konnte, keineswegs unveranderlich (GAaumann 1936, Hartel 1943, 
1947). Insbesondere besteht eine deutliche Abhangigkeit der kutikularen 
Wasserabgabe von der Wasserstoffionenkonzentration (Hartel 1947); die 
Wasserabgabe hat bei neutraler bis schwach saurer Reaktion (etwa zwi- 
schen pH 5—7) ihren Héchstwert und nimmt sowohl nach der sauren wie 
auch nach der alkalischen Seite hin in einem von Objekt zu Objekt ver- 
schiedenen Ausmaf ab. Diese Art der Abhiangigkeit spricht fiir eine Mit- 
beteiligung umladbarer Kérper, also von Quellungsvorgingen an Ampho- 
lyten, bei den Durdhlassigkeitsinderungen der Kutikula. Durch Dehydra- 
tation im elektrisch neutralen Gebiet dieses Kérpers werden offenbar 
Porenwege freigegeben, wodurch die Wegsamkeit der Epidermisaufen- 
winde fiir Wasser und damit auch die Kutikulartranspiration ein Maxi- 
mum erreicht. Aus den pH-Kurven der Kutikulartranspiration an Blattern 
allein lassen sich indes noch keine weiteren Schliisse iiber den Mechanismus 
dieser Regulationen ziehen. Wenn auch durch eine Reihe von Versuchen 
nachgewiesen werden konnte, dafi die Anderungen der Kutikulartran- 
spiration im wesentlichen auf die Membran zuriickgehen und eine plas- 
matische Komponente nicht erkennbar ist, so kénnte doch der Einwand er- 
hoben ‘werden, da durch die Behandlung mit Pufferlésungen an den 
Schaidigungen leicht zuganglichen Blattern abnormale Vorginge ausgelést 
werden. Es ist daher nétig, auch das Verhalten anderer transpirierender 
pflanzlicher Oberflachen kennenzulernen und weiterhin nicht nur die Wir- 
kungen der Wasserstoffionenkonzentration, sondern auch die verschiedener 
Anionen und Kationen, respektive von Ionenreihen. Im folgenden wird 
nun tiber derartige Versuche berichtet, die an im Vergleich zu Blatiern 
erheblich widerstandsfaihigeren Organen (verholzte Triebe, Kartoffeln, 
Apfel) durchgefiihrt wurden. 

Zunachst haben wir die pH-Abhingigkeit der Wasserabgabe mehrere Jahre alter 
verholzter Triebe untersucht. Zur Verwendung gelangten jeweils 5 bis 10cm lange, 
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bleistift- bis fingerdicke Aststiicke, wobei stets darauf geachtet wurde, da die Pro- 
ben von méglichst gleichartigen Asten genommen wurden. Zur Einengung der 
immerhin ziemlich betrachtlichen individuellen Streuung wurden die Transpirations- 
bestimmungen stets in mehreren Parallelreihen (bis zu 6) angesetzt, wobei zur Er- 
leichterung des Vergleiches die Proben jeder Reihe vom gleichen Ast stammten. 
Schlieflich wurden nur Zweigstiicke mit méglichst wenig Lentizellen verwendet, um 
Verfalschungen der Kutikular-, respektive Peridermtranspiration zu vermeiden. Von 
der Moédglichkeit eines  Ver- 
schlusses der Lentizellen mit 
Paraffin wurde indes kein Ge- 
brauch gemacht, da Kogler 











zeigen konnte, da® durch der- % 

artige Manipulationen die Was- £00 ~ 

serabgabe auch der umliegenden herria 
Rindenteile nicht unbeeinfluft > 

bleibt. Nicht zu umgehen war a, 

ein solcher Verschlu® an den + is 
Schnittflachen; er wurde durch Cornus ~*~-.. 
kurzes Eintauchen in niedrig- ; i 
schmelzendes Paraffin herge- dyringe Tas, 
stellt. Der Anteil der dadurch wo+ Corylus 


in Mitleidenschaft gezogenen 
Oberflache diirfte dabei so ge- 











ring sein, daft, gleichartige Be- ive 

handlung aller Stiicke voraus- 37 

gesetzt, die Versuchsresultate S 

nicht nennenswert _beeinfluft 3 

werden. An so vorbereiteten 

Zweigstiicken wurden nun in- 0 : 1 T 7 T 


1 
nerhalb 24 bis 48 Stunden der 2 pH bane id od 4 é 
Gewidhtsverlust bestimmt (un- Abb. 1. Transpiration und pH von Hautgeweben. 
ter normalen Laboratoriums- 

bedingungen, Temp. etwa 20° C, rel. F. 60—70%); hierauf kamen die Proben fiir 1 bis 
3 Stunden in n/150-Phosphatpufferlésungen von verschiedenem pH (Zusammen- 
setzung nach Strugger 1938). Nach Abschleudern des anhaftenden Wassers und 
Auftrocknen des Fliissigkeitsfilmes wurde neuerlich die Transpiration (12—36 Stun- 
den) ermittelt und diese dann entweder in mg/qdm oder in Relativzahlen, also in 
Prozenten der Anfangstranspiration oder der Transpiration der Probe vom Anfang 
oder Ende der lonenreihe ausgedriickt. Bei Einhaltung der geschilderten Arbeits- 
weise blieb der mittlere Fehler auf +0 bis +5% des Anfangswertes beschrankt: 
er ist demnach in der Regel wesentlich geringer als die zwischen den einzelnen 
pH-Stufen auftretenden Unterschiede, auf alle Fille sind beim Vergleich der End- 
glieder der Ionenreihen, bzw. der Maximal- und Minimalwerte der erhaltenen Kur- 
ven die Unterschiede gesichert. womit der Richtungssinn der Reihen festliegt. 


1. pH-Abhingigkeit der Peridermtranspiration 
Der Einfluf@ des pH auf die Wasserabgabe peridermisierter Oberflachen 
ist in Abb.1 dargestellt, wobei auf der Abszisse die pH-Werte, auf der 
Ordinate die Transpiration in Prozenten der Anfangstranspiration auf- 
getragen ist. Zunachst bemerken wir. dab die Wasserabgabe fast samt- 
licher Proben (eine Ausnahme macht nur Fraxinus) durch die Behandlung 
mit den Puffern iiber die Anfangstranspiration ansteigt (Werte iiber 100%). 
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Wir wollen indes diesem Umstand aus spiater zu erérternden Griinden 
weniger Bedeutung beimessen. Wichtig erscheint es indes, da} die Ober- 
flichen verholzter Triebe ein im wesentlichen gleiches Verhalten zeigen, 
wie es an Blattern gefunden wurde. Obgleich die Hautgewebe der unier- 
suchten Spezies anatomisch sehr verschieden sind (Fraxinus besitzt ein 
mehrschichtiges Oberflachenperiderm, wahrend z. B. die zweijahrigen 
Zweigstiicke von Cornus noch mit einer Epidermis bedeckt sind, Naheres 
S. 369), tritt bei allen gleicherweise ein ausgeprigtes, weit auferhalb der 
Fehlerbreite liegendes Transpirationsmaximum nach Behandlung mit 
Pufferlésungen von einem pH zwischen 6 und 7, also im ganz schwach sau- 
ren bis neutralen Bereich auf; die Amplitude schwankt zwischen etwa 30 
und 300% des Minimalwertes. Neu hingegen ist die Beobachtung, daft sich 
unter pH3,5 bis 4,5 ein neuerlicher Anstieg abzeichnet, wodurch die Kurve 
einen S-férmigen Verlauf nimmt. Dieser zweite Anstieg ist bereits bei 
unseren Versuchen an Blattern gelegentlich beobachtet worden, doch 
konnte ihm wegen der in so sauren Lisungen oft auftretenden Schidi- 
gungen der Blatter keine besondere Bedeutung beigemessen werden. 
Angesichts des weitgehend iibereinstimmenden Verlaufes der pH- 
Transpirationskurven kénnen wir die fiir Blatter ausgesprochene Ver- 
mutung, die Anderungen der Kutikulartranspiration werden durch Hydra- 
tationsschwankungen eines quellbaren Kérpers offenbar ampholytischer 
Natur verursacht, auch auf Periderme iibertragen. Die pH-Kurven ent- 
sprechen vollkommen den Anderungen von Quellungsgrad, Viskositat usw. 
z. B. von Gelatine bei verschiedenem pH, soferne wir einer starken Hydra- 
tation eine niedrige Kutikulartranspiration und umgekehrt zuordnen; dies 
erscheint bei Annahme eines Porensystems ja durchaus méglich (vgl. 
lartel 1947). 
2. Wasserabgabe und Ionenreihen 
Es ist jedoch nétig, weitere Beweise fiir die Ampholytnatur des quell- 

baren Kérpers innerhalb der Aufenmembran zu erbringen und zu unter- 
suchen, ob er sich auch gegen Neutralsalze, bzw. Ionenreihen als solcher ver- 
hilt. Zu diesem Zwecke wurden die Zweigstiicke analog dem oben beschrie- 
benen Vorgang in n/50-Salzlésungen zunachst annihernd neuiraler Reaktion 
(aqua dest., pH etwa 6.0, bzw. ausgekochtes Leitungswasser) vorbehandelt. 
Die Kationen wurden dabei als Chloride, die Anionen als Kalisalze geboten 
(pro analysi-, bzw. puriss.-Priiparate Merck und Kahlbaum). Als Beispiel 
eines solchen Versuches sei in Tab. 1 das Verhalten des Periderms von Fra- 
xinus excelsior angefiihrt. 
Tab. 1. Ionenwirkungen auf die Periderm-Transpiration von Fra- 

xinus excelsior (vor der Belaubung). 

(Werte in Prozenten der Wasserkontrolle.) 


Kationen (n/50-Chloride): Li NH, Na K Ca Sr Ba 
123 112 98 87 236 123 107 
Anionen (/50-K-Salze): Tartrat SO, Cl Br NO3 J CNS 
72 86 87 89 91 102 92 


Transpirationserhéhung: Ca>Sr>Ba, Li>NH,>Na>K 
Tartrat < SO, < Cl< Br< NO3;<J>CNS 
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Bei der Anordnung der Ionen nach den durch sie bewirkten Transpira- 
tionsinderungen ergeben sich Reihen, die sich auch bei der Quellung von 
Gelatine und anderen Kolloiden finden und als Hofmeistersche Reihen 
bekannt sind. Bei den Kationen steigt die Wasserabgabe mit zunehmendem 
Radius ihrer Wasserhiille; das Kaliumion driickt die Transpiration unter 
den Wasserwert, wihrend sie durch das Lithiumion gegeniiber dem Ver- 
gleichswert um 23% zunimmt. In der Reihe der starker hydratisierten zwei- 
wertigen Ionen bleibt auch nach Behandlung mit Barium (dem Endglied 
der Reihe) die Wasserabgabe noch etwas iiber der Kontrolle. Die Anionen 
dagegen wirken im umgekehrten Sinne, die transpirationserhéhende Wir- 
kung ist ihrer Wasserhiille gerade gegenlaufig, sie geht also nicht der Hy- 
dratation, sondern der Adsorbierfihigkeit parallel (Adsorptionsreihe nach 
Michaelis). Dieses Verhalten ist ja auch von negativ geladenen Gelen 
her bekannt (Freundlich, Héber). 

Solche klare Reihen, wie sie am Beispiel Fraxinus gezeigt wurden, ge- 
héren bei der geschilderten Versuchsanstellung allerdings zu den selteneren 
Fiillen. Haufig treten Vertauschungen der Platze und auch Anderungen des 
Richtungssinnes auf, die kaum reproduzierbar sind und daher keine Aus- 
wertung der Versuche zulassen. Da aber andererseits der Fraxinus*Versuch 
(und mit ahnlichem Ergebnis ein Versuch mit Salix Mielichhoferi) auf eine 
gesetzmafige Rolle der Ionen bei der Anderung der Peridermwiderstinde 
nindeutet, so liegt Grund zur Annahme vor, daf noch andere, bisher nichi 
beachtete Faktoren die Verhiltnisse komplizieren und iiberdecken. Ein der- 
artiger Faktor ist das pH der Versuchsliésung. Vergleichen wir namlich die 
pH-Kurven der Kutikulartranspiration (Fig. 1) mit dem pH der bei den 
lonenreihen verwendeten Lésungen, so erkennen wir, daf wir uns in einem 
kritischen Bereich befinden, dem Bereich der maximalen Wasserabgabe, den 
wir nach unseren bisherigen Erfahrungen als Bereich minimaler elektrischer 
Ladung auffassen. Wir wiederholen nun die Versuche mit Lésungen, 
die durch Zusatz von etwa 1% n/i0 HCl-, bzw. NaOQH-Lésung auf ein pH 
von etwa 3, bzw. 10—11 gebracht worden waren; von der Verwendung von 
Puffern wurde abgesehen, um zu hohe Konzentrationen ,,versuchsfremder™ 
lonen und damit neve Komplikationen zu vermeiden. Nun fielen die Ver- 
suche fast durchwegs wesentlich eindeutiger aus, wie umstehende Tab. 2 
fiir einige Periderme zeigt. 

Betrachten wir zuerst wieder Fraxinus: In alkalischer Liésung kehrt 
genau die gleiche Reihe wieder, die wir in unserem ersten, in Tab. 1 wieder- 
gegebenen Versuch gefunden haben, namlich eine Férderung der Trans- 
piration durch die Kationen nach der Hydratations- und durch die Anionen 
nach der Adsorptionsreihe. In saurer Liésung kehren sich diese Verhiltnisse 
jedoch vollkommen um; in diesen steigt die Wasserabgabe vom stark zum 
schwach hydratisierten Kation an, wahrend jetzt die Anionen nach Mafk- 
gabe ihres Hydratationsgrades wirken: 

a) sauer: Li<Na<K, Cl>J 

alkalisch: Li>Na>K, Cl< J 

Analoges gilt auch fiir Salix Mielichhoferi. 
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Auch die drei folgenden Beispiele zeigen eine klare Anordnung der Werte 
zu Reihen, doch liegen hier die Verhiltnisse anders als bei den eben ge- 
schilderten Versuchen. Bei Cornus alba nimmt die Transpiration im alka- 
lischen Bereich nicht wie oben mit der Hydratation der Kationen, sondern 
im Gegenteil entsprechend ihrem lonenradius, also ihrer Adsorbierfahigkeit 
(d. i. abnehmender Hydratation) zu, wogegen sich die Anionentranspiration 
parallel der Hydratation der Ionen andert. In saurer Lésung kehren sich 
auch diese Reihen genau ins Gegenteil um: es gilt demnach qualitativ fol- 
gende Reihe: 
b) sauer: Li> Na>k, “Cl J 
alkalisch: Li<c Na<cK, Cl> J 
Tab. 2. Beeinflussung der Periderm-Transpiration durch T[onen 
in saurer, bzw. alkalischer Lésung (vor dem Laubausbrud). 


(Werte in mg/qdm. h.) 








Rt tk Be Cl J 
Fraxinus excelsior | sikealiech 72 | re i <. Te 188 
Salix Mielichhoferi | SA" | hy! 107 et pid 101 113 
Cornus alba alkalisch He cs ie 14 146 133 
Salix caprea alkalisch | 108 108 10.2 "04 10.2 "39 
Springs vaigere See | BR a | ee ee ee 





Abweichend, aber grundsatzlich doch ahnlich, verhalt sich Salix caprea; im al- 
kalischen Bereich ist zwar keine deutliche lonenwirkung erkennbar, die Abnahme 
in Richtung Li> K ist dagegen im sauren Bereich, mit Cornus verglichen, wesent- 
lich stirker. Aus der gréferen Differenz der Transpirationswerte Li> K in der 
sauren Lésung kann man aber auf eine Férderung der Wasserabgabe durch Li®, aus 
der wesentlich geringeren Abnahme in der alkalischen Reihe dagegen auf eine we- 
nigstens relative Férderung durch das Kalium schlieBen. Ahnlich miissen wir auch 
den Versuch mit Syringa vulgaris verstehen: zwar nimmt hier die Wasserabgabe 
in beiden Reihen in Richtung vom Li® zum K® zu, der Anstieg ist jedoch im alkali- 
schen Milieu wesentlich ausgiebiger als im sauren (Amplitude etwa 52 gegen 14%!): 
der Transpirationswert ist nach Li®’-Einwirkung in saurer Lésung gréRer, wogegen 
die Wasserabgabe nach Kaliumbehandlung in alkalischer Lésung itiber der nach 
Behandlung in saurer Lésung liegt. Wir diirfen also auch hier von einer relativen 
Férderung durch das Kalium sprechen. Beim Ubergang von ein- zu zweiwertigen 
lonen (K — Ca) zeigt sich jedoch die Umkehr der lonenwirkung beim Wedhsel der 
Aziditat, namentlich auch im letzten Falle, mit aller nur wiinschenswerten Deut- 
lidhkeit. Die Anionen verhalten sich ahnlich, auch ihre Reihen wechseln den Rich- 
tungssinn beim Ubergang von sauer zu alkalisch, nur da® dann, in Ubereinstimmung 
mit den obigen Feststellungen, die Hydrationsreihe durch die Adsorptionsreihe 
(und umgekehrt) ersetzt ist. 

Wir haben bereits kurz angedeutet. dab sich Fraxinus und Cornus hin- 
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sichtlich des Aufbaues der aufersten Rindenschichten erheblich unterschei- 
den. Bei Fraxinus excelsior setzt die Bildung von Korkzellen aus der 
unterhalb der Epidermis gelegenen Zellschicht schon bald nach der Laub- 
entfaltung ein (Sanio); bei den zu unseren Versuchen verwendeten, meist 
im dritten Jahre stehenden Zweigstiicken war die Korkschichte bereits 
6—8 Zellschichten machtig und die Epidermis zum gréften Teile schon ab- 
gestoRen, so daft die Oberflache der Zweige durch Korkzellen gebildet wurde. 
Bei Salix entsteht das Periderm aus den Epidermiszellen durch tangentiale 
Teilung. Die auReren Zellen fiillen sich mit rotbraunem Inhalt und ver- 
korken, wahrend sich die Aufenwande der darunterliegenden Tochterzellen 
stark verdicken, mit einer Kutikula iiberziehen und so ganz das Aussehen 
einer zweiten Lage von Epidemiszellen erhalten (Sanio, Moeller). Bei 
den zweijahrigen Trieben von Salix caprea erfolgt nun die Ablésung der 
obersten Zellschicht glatt, wobei die darunterliegende Zellschicht und na- 
mentlich deren Kutikula gréftenteils unverletzt und zusammenhingend 
bleibt. Dementsprechend erscheint die Oberflache des Zweiges makro- 
skopisch glatt und glanzend. Bei den 4—5 Jahre alten Asten von Salix 
Mielichhoferi (aus dem Botanischen Garten Graz) bleiben mindestens zwei 
Schichten Oberflaichenperiderm erhalten, die Absto®ung der aufersten Ge- 
websschichten geht keineswegs so glatt wie bei den jungen Zweigen vor sich; 
die Ablésung erfolgt in kleinen, oft rhombisch begrenzten Schiippchen, wo- 
durch die ,,Rinde“ ein rauhes Aussehen erhalt. Bei der Abliésung wird auch 
die darunterliegende neugebildete ,,Kutikula“ zerrissen, so daft die auferste 
Schichte wenigstens zum Teil aus Korkzellen besteht. Damit erscheint die 
Ubereinstimmung der Transpirationsreihen zwischen Salix Mielichhoferi 
und Fraxinus excelsior auch anatomisch begriindet; es liegt nahe, dem 
Vorhandensein, bzw. dem Fehlen einer zusammenhangenden Kutikula einen 
wesentlichen Einfluf auf die Transpirationsreihen zuzuschreiben. Diese An- 
nahme wird durch die Anatomie der Rinde von Cornus alba bestatigt. Die 
zweijahrigen Zweige von Cornus alba waren lediglich mit einer Epidermis 
bedeckt, deren Aufenwanden starke Kutikularschichten aufgelagert sind. 
Periderm war nicht vorhanden; dieses tritt bei einem Teil der Cornaceen 
erst nach etwa drei Jahren auf (Moeller). An solchen Alteren, starker 
peridermisierten Zweigen wurden die Transpirationsreihen nicht unter- 
sucht, doch konnten an Cornus mas, das nach Moeller bereits in der ersten 
Vegetationsperiode ein 6—10schichtiges Periderm bildet (wobei die Epi- 
dermis aber zunichst erhalten bleibt) genau die gleichen Transpirations- 
reihen wie an Cornus alba erhalten werden. Auch Syringa vulgaris bildet 
bereits friihzeitig aus der unmittelbar unter der Epidermis gelegenen Zell- 
schicht ein Periderm. Bei den in unseren Versuchen verwendeten zwei- 
jahrigen Zweigen war die Korkschichte etwa 4—5 Zellreihen dick; dariiber 
lag noch die ziemlich dicke Kutikula, die allerdings an den Antiklinen Nei- 
gung zum Aufbrechen zeigte. Dieser anatomische Befund erklart einer- 


1 Nach Moeller wird die Epidermis bald abgesto&en; unsere davon ab- 
weichende Beobachtung erklart sich vielleicht u. a. daraus, daf die von uns unter- 
suchten Zweigstiicke von einem stark beschatteten Exemplar stammten. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/3 26 
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seits die wenigstens teilweise Ahnlichkeit der Transpirationsreihen von 
Syringa mit den an Cornus und Salix gefundenen, andererseits aber auch 
die Anniherung an das bei Fraxinus festgestellte Verhalten; die Reihen von 
Syringa in der sauren Lisung stimmen weitgehend mit den entsprechenden 
Reihen der Korkschichten iiberein (Tab. 2). Ferner ergibt der Vergleich der 
Anatomie der untersuchten Rinden, daft es weniger auf die Art der Peri- 
dermbildung oder dessen Machtigkeit ankommt, sondern in erster Linie auf 
das Vorhandensein einer zusammenhangenden Kutikula; sogar Borke von 
Picea Abies, die von gefallten, etwa 60—70jahrigen Baumen abgelést wor- 
den war, gab ihr Wasser nach Einwirkung von Jodidlésung um 17%, von 
Rhodanid um 43% rascher ab als nach Chloridbehandlung; sie verhielt sich 
also hinsichtlich der Beeinflu@barkeit durch Ionen analog dem Fraxinus- 
Periderm. Der Umstand, daf hiebei die Kationenreihen weniger deutliche 
Resultate ergaben, spricht wohl kaum gegen einen Vergleich mit dem Ver- 
halten eines umladbaren Kolloids, war doch der deutlichere Ausfall der 
Anionenreihen an Leim oder Gelatine bereits Hofmeister bekannt. 

Aus dem Gesagten leuchtet wohl auch ohneweiters ein, daft die in Tab. 2 
gegebenen Zahlenwerte keine fiir die betreffenden Pflanzen etwa fixe oder 
artspezifische Gréfen darstellen kénnen. Wie ja die Héhe der Periderm- 
transpiration von zahlreichen Umstanden (Alter, Exposition, Wachstums- 
geschwindigkeit, vgl. lwanoff) abhangt, wird auch das Ausmafi der durch 
die Ionen verursachten Anderungen der Peridermdurchlassigkeit verschieden 
sein, der Richtungssinn der Ionenreihen in mehr oder weniger ausgepragter 
Weise von der Kontinuitat des Kutikulariiberzuges bestimmt werden. Wir 
miissen uns auch hiiten, in der Alternative Korkhaut oder Epidermis den 
einzigen Grund fiir die verschiedene Verhaltensweise zu sehen. So liefern 
z. B. junge Zweige von Kerria japonica (Botanischer Garten Graz), die noch 
keine Peridermisierung, Verkorkung oder sonstige auffallige Veranderung 
des Hautgewebes (z. B. Kutikularepithel) erkennen lieBen, sondern noch von 
einer Epidermis mit allerdings recht stark verdickten Auenwanden bedeckt 
waren, ein nach dem Gesagten iiberraschendes Ergebnis: Im alkalischen Be- 
reich liegt die Li-Transpiration 64% iiber der Wasserabgabe nach K’-Vor- 
behandlung, im sauren besteht dagegen kein deutlicher Unterschied; beim 
Ubergang vom Cl’ zum J’ steigt die Wasserabgabe im alkalischen Bereich 
um 47%, fallt dagegen im sauren auf 74% des Cl-Wertes. Wir sehen zwar 
auch eine vollkommene Umkehrbarkeit des Reaktionsausfalles mit der 
Aziditat; die Reihen entsprechen aber hinsichtlich ihres Richtungssinnes 
vollig den an Fraxinus erhaltenen und nicht, wie es auf Grund des Vor- 
handenseins einer mikroskopisch zusammenhiangenden Kutikula eigentlich 
zu erwarten gewesen wire, dem Verhalten z. B. von Cornus. Es liegt nahe. 
dies mit den besonderen Eigenheiten der Kerria-Epidermis in Zusammen- 
hang zu bringen, so z.B. ihrer mehrjihrigen Lebensdauer (Damm), dem 
Auftreten von (an unseren Zweigen allerdings nicht sichtbaren) Rupturen 
der Kutikula und der Méglichkeit einer anschlieBenden Neusekretion von 
Kutikularsubstanz (vgl. Eames & macDaniel), oder vielleicht auch dem 
Vorkommen einer glasurartigen Wachsschicht, die mit zahlreichen feinen 
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Spriingen durchsetzt ist und wahrscheinlich SiO, enthalt (Linsbauer, 
Wisselingh). 

Mahnt auch das Verhalten von Kerria zur Vorsicht, so stellt doch folgen- 
der Versuch mit andersgearteten Organen eine starke Stiitze fiir die An- 
nahme eines Einflusses der Oberfliichenbeschaffenheit auf die lonenwirkung 
dar. Wir unterzogen Kartoffeln, also nicht kutikularisiertes, nur aus Kork- 
zellen bestehendes Hautgewebe, und eine Reihe von Apfelsorten als Bei- 
spiele einer mit zusammenhingender Kutikula iiberzogenen Epidermis der 
Behandlung mit den Salzlésungen und bezogen die Wasserabgabe auf die 
angenahert als Kugel, bzw. Ellipsoid berechnete Oberflaiche. Tab. 3 gibt 
cine Ubersicht iiber die dabei aufgetretenen Transpirationsinderungen. 


Tab. 3. Ionenwirkungen auf die Wasserabgabe von Apfeln und 
Kartoffeln. 


(Werte in mg/g . qdm.) 











Li |. -Na.| K.|- €a Cl | CNS 
a a ee 10,9 | 106 | 10,1 | 7,3} 101 | 104 
Apfel: | 
Steir. Maschanzker . . 8,1 8,7 8,8 &9 8,8 85 
Bobnawlel «<5 s:0> <1 10,4 fe 11,6 | 11,8 | 11;6 9.4 
Champagner Reinette. | 13,0 | — 16,2 8,3 | 16,2 | 10,7 


Wir erkennen an den Transpirationswerten der angefiihrien Apfelsorten 
das gleiche Verhalten, wie es Cornus zeigte, also eine Transpirationsabnahme 
nach Behandlung mit stairker hydratisierten Kationen (besonders innerhalb 
der einwertigen); bei den Anionen tritt erwartungsgemaf der gegenteilige 
Effekt auf. Da es sich um Versuchslésungen von ungefahr neutraler Re- 
aktion handelt — pH nach dem Versuch 7,4—7,6 — diirfen wir die Alkali- 
reihe der friiheren Versuche zum Vergleich heranziehen (vgl. Tab. 1 und 2). 
Besonders stark sind: die Unterschiede bei der Sorte ,,Champagner-Reinetie” 
ausgepragt. Jedoch warnen die Ergebnisse mit der Sorte ,,Geflammter Kar- 
dinal“ auch hier vor Verallgemeinerung; diese Sorte verhalt sich naimlich 
gerade umgekehrt und stellt damit ein Gegenstiick zu Kerria dar. Vielleicht 
ist auch die Ursache eine ahnliche; der ,,Geflammte Karinal™ besitzt eine 
sehr dicke Kutikula, die Bruchstellen nicht ausschlieBt, sowie eine durch 
Wadchseinlagerung stark gliinzende Oberflache. Sicherlich spielt auch die 
schwere Benetzbarkeit eine Rolle. Bei der Kartoffel ist die Ionenreihe die 
gleiche wie bei den nicht kutikularisierten Korkperidermen, die Transpira- 
tion wird durch stirker hydratisierte Kationen (Li) gegeniiber solchen mit 
schwacher Wasserhiille erhéht, die Anionen erhéhen sie dagegen auch bei 
der Kartoffel nach ihrer Adsorbierbarkeit. Wiederholung der Versuche in 
sauren Lésungen ergab eine nur unvollkommene Umkehr der Reihen, es 
traten dabei Unregelmafigkeiten auf, die wiederum durch die wachsartigen 
Ein- und Auflagerungen bedingt sein kénnten, die sich beim .,Geflammten 
Kardinal“ bereits im alkalischen Milieu bemerkbar machen. 

26* 
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Da die Transpiration der Kartoffel, bzw. der verkorkten Periderme dem Hydra- 
tationszustand eines negativ geladenen Kolloids perallel geht, wurde versucht, an 
Hand andersgearteter biologischer Quellkérper weitere Parallelen zu finden. Es 
erschien als das Nachstliegende, Flechten zu Vergleichsversuchen heranzuziehen, da 
diese in ihrem Wasserhaushalt véllig von Quellungsvorgaingen abhingig sind. Die 
Art der Versuchsanstellung war im wesentlichen die gleiche wie bei den iibrigen 
Versuchen; die Flechten wurden nach lingerem Auswaschen (zur Entfernung lés- 
licher Salze) und Trocknen in gewogenen Portionen in n/10-Salzlésungen quellen 
gelassen, die Geschwindigkeit der Wasserabgabe durch Transpiration wurde auf den 
KCl-Wert bezogen. Die Streuung war bei diesen Versuchen allerdings recht erheb- 
lich, da auer der nicht zu vermeidenden Inhomogenitat der Proben sowie der geo- 
metrisch undefinierbaren transpirierenden Flachen auch die von einem zum anderen 
Exemplar verschiedene Inkrustation mit unlislichen (insbesondere Ca-) Salzen einen 


Tab. 4. Wasserabgabe von Usnea sp. und Cladonia rangiferina nach 
Behandlung mit n/10-Salzlésungen. 


(Werte in Prozenten des KCl-Wertes.) 














i wa a oon, 
Usnea: | | 
eee |; 955} 97,5) 100 | 100 | 88,1 
alkalisch .... | 103,8 | 102,9| 100 | 100 | 103,9 
Cladonia: | 
sauer...... | 88,9 | 94,0} 100 | 100 | 79,9 
alkalisch .... | 111,5 | 106,2| 100 | 100 | 106,1 





stérenden Einflu8 ausiibt. Immerhin gelang es an zwei Flechten, nimlich Usnea sp. 
und Cladonia rangiferina, wenigstens dem Richtungssinne nach reproduzierbare Er- 
gebnisse zu erhalten. 


Wir kénnen also auch an Flechien eine Beeinflussung der Wasserabgabe 
durch Ionen feststellen, wobei sich der Richtungssinn der Ionenwirkung, in 
Ubereinstimmung mit den Versuchen an Hautgewebe, durch Aziditatsande- 
rung umkehren Jaft. Die Transpirationsgréfe folgt bei den Flechten dem 
Hydratationsgrad der Kationen und ergibt daher wie beim Fraxinus-, bzw. 
Kartoffelperiderm eine Quellungsreihe. Wir wollen daher diese Verhaltens- 
weise im folgenden der Einfachheit halber als .,Quellungstyp” bezeichnen. 
Es lage nahe, den gegensatzlichen Typ (Beispiel Cornus, Apfel) wegen 
seiner offensichtlichen Gebundenheit an das Vorhandensein einer Kutikula 
als ,,.Kutikulartyp“ zu bezeichnen; wir wollen indes damit noch zuwarten, 
bis das Material iiber die Transpirationsreihen an Blattern vorgelegt sein 
wird. Vorderhand sei lediglich festgehalten, dafi diese Reihen der Adsorbier- 
barkeit der Kationen (Adsorptionsreihe nach Muckherjee) folgen, womit 
jedoch keineswegs Niaheres iiber das Zustandekommen dieser Reihen an den 
pflanzlichen Organen ausgesagt sein soll. 


3. Quellbarkeit 
Der Ausfall der zuletzt besprochenen Versuche legt es. nahe, auch an 
Peri- und Epidermen etwa vorhandenen Zusammenhiangen zwischen der 
nichtstomatiren Wasserabgabe und der Membranquellbarkeit nachzugehen. 
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Derartige Zusammenhinge konnten bereits in einigen Fallen nachgewiesen 
werden, so z.B. an Pflanzen verschiedener Héhenstufen (Hartel 1943) 
sowie hinsichtlich des Einflusses verschiedener Wasserstoffionenkonzentra- 
tion (Hartel 1947). Als Quellbarkeit oder besser Hygroskopizitat ist hiebei 
die bei bestimmten Dampfdruck (95—100% rel. F.) beobachtete Gewichts- 
zunahme getrockneter Pflanzenteile zu verstehen. Zur Bestimmung der 
Hygroskopizitat wurde die ,,Rinde“ von den Zweigstiicken méglichst diinn 
und oberflachlich abgeschalt, so daf innen keine Partien griinen Rinden- 
parenchyms verblieben; Kartoffel und Apfelschalen wurden durch Schaben 
von innen anhaftendem Gewebe méglichst befreit. Die so vorbereiteten 
Rindenstiicke wurden nach Trocknung bei 105° in zwei Reihen von n/10- 
Salzlésungen, die mit je 05% n/10 HCl angesauert, bzw. mit der gleichen 


Tab. 5. Hygroskopizitaét von mit Salzlésungen getrainkten Haut- 
geweben in der Feuchten Kammer (etwa 98% rel. F., 20°C) (Zweige im 
winterlichen Zustand). 

(Werte in Prozent des Trockengewichtes.) 








Fraxinus | Cornus | Kartoffel | Apfel 
alkalisch: LiCl | 64 | 45 | 6 | 89 
KCl | 24 41 60 83 
KJ 51 44 62 | 86 
sauer: cr 46 | 46 | 58 93 
KCl | 79 | 48 | 60 93 
pee ae 4 | @ 69 


Menge n/10 NaOH alkalisiert worden waren, 24 Stunden quellen gelassen. 
Nach Ermittlung des so erreichten Wassergehaltes wurden die Proben neuer- 
lich getrocknet und hierauf 24 Stunden in der feuchten Kammer belassen. 
Die nunmehr sich ergebenden Gewichtszunahmen sind — fiir einige der 
untersuchten Pflanzen — in Tab. 5 zusammengestellt. 

Die lonenreihen an simtlichen untersuchten Hautgeweben einschlieBlich 
der in die Tab. 4 nicht aufgenommenen Salix, Syringa und Kerria verlaufen 
dem Richtungssinn nach gleichartig; selbst ihre Umkehrung beim Wechsel 
der Aziditat findet sich bei dieser Versuchsanstellung wieder, wenn sie auch 
bei den Apfel- und Kartoffelschalen weniger deutlich ausgepragt ist. (Die 
hier gefundenen Quellungsreihen stimmen iibrigens vollkommen mit denen, 
die H. Hartel an Pulvern verschiedener Blatter gefunden hat, iiberein.) 
Eine Ubereinstimmung der Quellbarkeit mit dem Verhalten bei der Wasser- 
abgabe ist also an Hand der Hygroskopizitat nicht zu erkennen. Wir diirfen 
allerdings nicht vergessen, dafi wir mit der Bestimmung der Hygroskopizitat 
in der hier getibten Weise simtliche Membranen der untersuchten Probe 
erfassen, die die Transpiration zum gréften Teil nur insoferne beeinflussen, 
als sie den Wassernachschub aus den tieferliegenden Gewebschichten an die 
transpirierende Oberflache begrenzen. Quellungsainderungen in den auferen 
Gewebepartien, also in der transpirierenden Oberflaiche selbst, sind trotz 
diinnstem Schiilen mit dieser Methodik natiirlich nicht rein erfafbar. Unsere 
bereits friiher aufgefundenen Zusammenhinge zwischen Membranquell- 
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barkeit und Kutikulartranspiration geben indes keinen Anlaf, in den 
peripheren Schichten grundsiatzlich andere Quellungsvorgiinge anzunehmen. 
Insbesonders ist die Gleichartigkeit der pH-Abhiangigkeit der Kutikular- 
transpiration (vgl. Abb. 1) ein Argument fiir einen einheitlichen Quellungs- 
mechanismus bei allen untersuchten Rinden. Diese Gleichartigkeit kehrt 
auch bei der pH-Abhiangigkeit der Quellbarkeit wieder. 

Es treten, wie deutlich zu erkennen ist, ausgesprochene Minimumkurven 
auf; das Quellungsminimum liegt zwischen pH 6 und 7,2, das ist also bei 
der gleichen Aziditat, bei der die Wasserabgabe ihr Maximum erreicht (vel. 
Abb. 1). Damit kehrt beim Hautgewebe, und zwar unabhingig davon, ob es 

sich um Korkgewebe oder 
Tab.6. pH-Abhingigkeit der Quellbarkeit um eine mit Kutikula be- 
einiger Hautgewebe in Pufferlésungen. deckte Epidermis handelt. 

(Prozente Wassergehalt des Trockengewichts.) der gleiche spiegelbildliche 
Verlauf von Transpiration 
Cornus alba Salixcaprea nd Quellbarkeit auf, wie 
er an Blattern gefunden 

21 117 | 140 wurde (Hartel 1947). So- 

3,2 160 143 gar der Transpirationsan- 

4,9 165 | 135 132 stieg im stark sauren Be- 

6,0 160 95 117 reich spiegelt sich in der 

7,2 145 75 144 Quellungskurve in Form 

8,6 166 98 184 einer Quellungsabnahme 

wieder. Die Kurven sind 

demnach offenbar von der Oberflaichenbeschaffenheit weitgehend unabhangig 
und werden offenbar hauptsachlich von Quellungsvorgiingen bestimmt. 

Anders wird jedoch das Bild, wenn wir die Gewichtszunahmen nicht nach 
Aufenthalt in der Feuchten Kammer, also vom viollig dehydratisierten 
Zustand ausgehend, bestimmen, sondern die Wassergehalte der Rinden- 
proben nach Quellung in den Pufferlésungen miteinander vergleichen. Sind 
auch die so erhaltenen Werte weit weniger zuverlassig und mit erheblichen 
Unsicherheiten behaftet — bietet doch das Abtrocknen mit Filtrierpapier 
keine absolute Gewiahr dafiir, da die anhaftende Fliissigkeit von den diinn- 
geschilten Proben stets vollkommen gleichmaBig entfernt worden ist — so 
zeigen nunmehr die typischen Verireter des ,,Quellungstyps~ und seines 
Spiegelbildes zumindest gegeniiber Anionen ein gleichfalls entgegengesetztes 
Verhalten. (Werte der alkalischen Reihe, Lésungen mit 0.5% n/10 NaOH 
versetzt): 





H Fraxinus 
P excelsior 





a) ,Quellungstyp*: Fraxinus excelsior KCl 1789/o, KJ 1799/0 
(Korkgewebe) Kartoffelschalen KCl 2399/,, KJ 250/, 
b) Epidermis mit Cornus alba KCl 117°/, KJ 1019/p 
Kutikula: Apfelschalen KCl 96/, KJ 920/, 
(Wassergehalt in 9/9 des Trocken- 

gewichts) 
Das Periderm von Fraxinus sowie insbesonders der Kartoffel verhalt 
sich hinsichtlich ihrer Quellbarkeit gegeniiber Anionen wie Gelatine oder 
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andere negativ geladene Quellkérper und stimmt damit auch mit dem Ver- 
halten in der Feuchten Kammer iiberein; die Quellung nimmt in Richtung 
von Cl’ zum J’ zu. Unsere oben gewahlte Bezeichnung ,,Quellungstyp” er- 
scheint also auch in dieser Hinsicht gerechtfertigt. Die mit Epidermis und 
Kutikula bedeckten Rinden zeigen dagegen die umgekehrte Quellungsreihe; 
es besteht, wiederum in Ubereinstimmung mit dem Verhalten im Tran- 
spirationsversuch, eine vom Cl’ zum J’ verlaufende abnehmende Tendenz. 
Salix caprea und Syringa vulgaris konnten wir sowohl auf Grund der 
Anatomie ihres Periderms als auch der Ionenreihen bei der Transpiration 
den mit einer Kutikula bedeckten Hautgeweben zuzahlen, wenn auch mit 
einigem Vorbehalt, da der als charakteristisch angesehene Unterschied im 
Richtungssinn der Ionenreihen nur beim Vergleich der Ionenreihen unter- 
einander, nicht aber unmittelbar aus den Absolutwerten hervorging. Es 
ist nun auffallig und stellt auch eine indirekte Stiitze fiir die zwischen 
Quellbarkeit und Transpiration angenommenen Zusammenhiange dar, dal? 
sich Salix und Syringa auch im Quellungsversuch von den epidermis-, bzw. 
kutikulabedeckten Rinden unterscheiden und sich so wie die Periderme 
verhalten, also entsprechend dem Quellungstyp: die Quellungswerte be- 
trugen fiir Salix 124% Wassergehalt in KCl und 143% in KJ, fiir Syringa 
118 bzw. 136%. Gegeniiber Kationen treten keine deutlichen Quellungs- 
unterschiede auf, Periderm und Epidermis verhalten sich diesbeziiglich 
ziemlich gleichartig. Einige Beobachtungen an Apfel- und Karioffelschalen, 
die fiir das Vorhandensein von Kationenreihen zu sprechen schienen, er- 
wiesen sich nicht als ausreichend reproduzierbar. 


4. Besprechung der Ergebnisse 


Aus den vorstehend mitgeteilten Beobachtungen ergibt sich nun als erste 
rage, wie und auf welchem Wege die aduferlich applizierten Salze die 
nichtstomatire Transpiration verandern kénnen und wieweit sich diese 
Anderungen auf Grund unserer Vorstellungen vom Feinbau der verkorkten 
und kutinisierten Membranen erkliren lassen. Wir werden allerdings die 
Ursachen des verschiedenen Verhaltens des Periderms einerseits und der 
mit einer Kutikula bedeckten Epidermis andererseits erst dann erértern 
koénnen, wenn wir die transpirierenden Organe katexochen, die Blatter, ein- 
gehender untersucht haben, wollen wir nicht zu einem einseitigen Bilde 
kommen. Die Schilderung der Verhiltnisse an den Blattern ist fiir eine 
zweite Studie vorgesehen; einige allgemeine Gesichtspunkte mégen aber 
bereits jetzt hervorgehoben werden. 

Die Intensitat der Wasserabgabe eines verdunstenden Kérpers wird 
durch das Dampfdruckpotential zwischen seiner Oberflaiche und dem der 
umgebenden Luft bestimmt. Dieses Dampfdruckpotential kann nun unter 
sonst gleichbleibenden AuSenbedingungen durch Salze oder Anelektrolyte, 
die in geléstem Zustande in der verdunstenden Oberfliche vorliegen, er- 
niedrigt werden. Es erschiene nun denkbar, daf die Zweigstiicke die Salze 
beim Eintauchen in deren Lésungen in ungleichem Mafe aufnehmen, wodurch 
nach dem Auftrocknen des Fliissigkeitsfilmes eine verschiedene Salzkon- 
zentration in der Oberflache und damit eine verschiedene Transpiration 
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resultieren wiirde. Auf diese Weise kiénnte allerdings nur eine Transpira- 
tionserniedrigung erklart werden, nicht aber eine héhere Wasserabgabe als 
vor Versuchsbeginn, es sei denn, wir nehmen eine Kombination mit einer 
Transpirationsférderung durch die Fliissigkeitseinwirkung an (Wiesner, 
Gaiumann 1942, vgl. auch weiter unten); es erscheint jedoch schwierig, 
auf diese Weise z. B. die Umkehr der Ionenreihen oder die Ubereinstim- 
mung von Transpirations- und Quellungsreihen befriedigend zu erklaren. 

Wir kénnen es als erwiesen ansehen, daf es sich bei den Hautgeweben 
um quellbare Kérper handelt (Wiesner, Rudolph, Seybold, Giau- 
mann 1942 u. a.); an solchen kénnen Dampfdruckunterschiede auch 
durch verschiedenen Wassergehalt verursacht werden (van Bemmelen, 
Anderson, Bachmann). Gelatine gibt z. B. im Bereich der vollen 
Wassersattigung das Wasser aufferordentlich leicht ab (Katz); in diesem 
Zustande werden sich demnach Anderungen des Wassergehaltes nur in ge- 
ringem Mafe in der Dampfspannung der Gelatine auswirken. Bei einem 
Wassergehalt von etwa 25% nimmt die Dampfdruckisotherme einen we- 
sentlich flacheren Verlauf; es werden demnach Wassergehaltsschwankungen 
von deutlichhen Dampfdruckunterschieden begleitet sein. Um den von uns 
schon oft herangezogenen Vergleich pflanzlicher Hautgewebe mit Gelatine 
auch in dieser Hinsicht auf seine Giiltigkeit zu priifen, haben wir versucht, 
die Dampfdruckisothermen der in vorliegenden Untersuchungen vornehm- 
lich verwendeten Hautgewebe wenigstens orientierend aufzunehmen. In 
Anlehnung an das von van Bemmelen angewandte Prinzip beliefen wir 
die (wie bereits beschrieben praparierten) Gewebsproben drei Tage lang in 
luftdicht abgeschlossenen Petrischalen iiber Schwefelsiure-Wasser-Gemi- 
schen bei Zimmertemperatur und bestimmten hernach ihren Wassergehalt; 
die maximale Sattigung wurde durch Quellung in destilliertem Wasser wah- 
rend 24 Stunden ermittelt. Die so erhaltenen Kurven sind in Abb. 2 wieder- 
gegeben; zum Vergleich ist auch die Dampfdruckisotherme fiir Gelatine 
nach den Katzschen Werten eingetragen. Wenn auch trotz des miéglichst 
klein gehaltenen toten Raumes der endgiiltige Gleichgewichtszustand in 
der angegebenen Zeit wohl noch nicht erreicht worden ist, so zeigt der 
Verlauf der Kurven doch mit aller Deutlichkeit, da® das meiste Wasser 
zwischen 100 und etwa 90% rel. F. abgegeben wird. Unterhalb 90% gehen 
die Kurven in einen flacheren Teil iiber. In diesem Bereiche miissen also 
schon relativ geringe Wassergehaltsschwankungen der Rindengewebe be- 
deutendere Dampfdruckanderungen im Gefolge haben. Der Kurvenverlauf 
ist bei Periderm und Epidermis ungefahr der gleiche; die Kurve der Apfel- 
epidermis liegt iiber, die der Cornus-Epidermis dagegen unterhalb der 
beiden Peridermkurven, so daft sich die beiden Typen des Hautgewebes hin- 
sichtlich der Dampfdruckisothermen nicht unterscheiden lassen. Der Wasser- 
gehalt der Gewebe im Zustand des Gleichgewichts mit einer Atmosphire 
von 90% rel. Feuchtigkeit liegt zwischen 35 und 55% des Trockengewichts. 
Er ist demnach wesentlich niedriger als im natiirlichen Zustand (zwischen 
70 und 130% des Trockengewichts). Uber die Auswirkungen auf die Tran- 
spiration vermégen die Wassergehalte natiirlich noch nicht allzuviel aus- 
zusagen, da hiefiir im wesentlichen nur der Dampfdruck der aufersten 
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Schichte mafigebend ist, der mit der iiblichen Methode der Wassergehalts- 
bestimmung nicht erfafbar ist. SchlieRlich kénnte der im statischen Gleich- 
gewicht mit der Atmosphire sich einstellende Wassergehalt nur unter der 
Voraussetzung fiir die Transpiration von Belang sein, daft dieser Wasser- 
vorrat ausreichend wire, um die Wasserabgabe durch langere Zeit zu be- 
streiten. Nun ist aber das Hautgewebe wohl ausschlieflich auf den Wasser- 
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Abb. 2. Dampfdruckisothermen einiger Hautgewebe. 


nachschub aus den darunterliegenden Geweben angewiesen, wobei sich 
Quellungs- und Entquellungsvorgange als Anderungen der Diffusionswider- 
stinde auswirken werden (Seybold, Gdumann 1936, 1942). Angesichts 
der auferordentlich niedrigen Wasserabgabe unserer untersuchien Zweige 
usw. von etwa 7/;, bis */.,, der Verdunstung der freien Wasserflaiche kann 
angenommen werden, daft der Dampfdruck an ihrer Oberflache den der 
Atmosphire nur um ein Geringes iiberschreitet; Giumann kommt auf 
Grund ahnlicher Uberlegung zu einer Dampfdruckdifferenz von etwa 0,3 
bis 1% rel. Feuchtigkeit. Damit liegt aber der Wassergehalt der verdunsten- 
den Oberflache im flachen Teil der Isotherme, also im Bereich der starken 
Abhiangigkeit des Wassergehalts sowie der Diffusionswiderstande vom 
Dampfdruck der Aufenluft. Auf die Bedeutung der Wassersattigung des 
Periderms hat bereits Wiesner hingewiesen; er beobachtete, dali gewiis- 
serte Sprosse das Wasser rascher abgeben als die Konirollen; ahnliches 
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geben Rudolph und Gaiumann fiir Blatter an. Nach Wiesner nimmt 
ferner die Durchlassigkeit des Periderms fiir Gase mit steigendem Wasser- 
gehalt zu, die der Parenchym-Zellwande dagegen ab. Dabei hat Wiesner 
zwar kaum Epidermiszellen speziell im Auge gehabt, es kam ihm in erster 
Linie auf die Gegeniiberstellung verkorkter und reiner Zellulosewande an. 
Dabei ergab sich aber nicht nur bereits eine gegensaizliche Verhaltensweise 
von verkorkten und unverkorkten Zellwanden, Wiesner zog zu ihrer Er- 
klarung bereits Quellungsvorgiange heran. 

Bei der Deutung der transpirationsférdernden Wirkung der Wiasserung 
zls Quellungserscheinung muf allerdings beachtet werden, dal sich die 
Hautschichten nach der Wasserung alsbald wieder mit der Aufenluft ins 
Gleichgewicht setzen werden, wobei also wieder Entquellung eintritt und 
damit die Diffusionswiderstande auf den urspriinglichen Wert ansteigen 
miissen. Soll nun die Wasserung einen dariiber hinausreichenden Erfolg 
haben, und dies ist, nach unseren Beobachtungen, tatsichlich der Fall, so 
muB eine andere Wirkung daneben einhergehen, durch die nicht nur der 
momentane Imbibitionsgrad, sondern die Quellfahigkeit der Membranen 
selbst veriindert wird; das sich dann einstellende Gleichgewicht miifte dann 
einem anderen Quellungszustand entsprechen. Wir konnten in den vorher- 
gehenden Kapiteln zeigen, dali die Wasserabgabe von Zweigstiicken durch 
Salze geaindert werden kann, und zwar nach Gesetzmafigkeiten, die den 
Hofmeisterschen Ionenreihen entsprechen. Es liegt nun nahe, auch bei 
der Wiasserung an eine Anderung des Ionenmilieus innerhalb der Haut- 
schichten der Zweige. also an Auswaschung zu denken. Wir. sind dieser 
Frage bei den Epi- und Peridermen nicht weiter nachgegangen, da die durch 
das Wissern bewirkten Transpirationsinderungen keine erkennbaren Be- 
ziehungen zur Anfangstranspiration oder zu bestimmten Versuchsbedingun- 
gen aufwiesen. Wir haben uns daher auf den Vergleich der Jonenreihen 
untereinander beschrinkt. Den Beweis fiir die transpirationserhéhende 
Wirkung der Wasserung auf Grund von Auswaschungsvorgangen, bzw. An- 
derungen des lonenmilieus werden wir an Hand unserer Beobachtungen an 
Blattern, die fiir diese Zwecke wesentlich geeigneter sind und von denen 
auch leichter ein gréBeres einheitliches Material als von Zweigen zu erhalten 
ist, nachiragen. 

Da wir den jeweiligen Zustand der obersten Schicht des Hautgewebes 
als fiir die Transpirationsinderungen ausschlaggebend ansehen miissen, 
wird auch die Wirksamkeit von duBerlich applizierten Salzlésungen er- 
klarlich; die Oberflache ist ja beim Eintauchen in die Lésungen, bzw. dem 
nachherigen Auftrocknen am ehesten der Ionenwirkung zugiinglich. Die 
Eindringtiefe der Salze auf direktem Wege ecinigermaen zuverlissig zu 
bestimmen begegnet erheblichen Schwierigkeiten. Modellversuche mit 
Fluorochromen ergaben an den Peridermen von Fraxinus, Salix und der 
Kartoffel lediglich eine Anfarbung der auBersten Schichten (Acridinorange. 
Berberinsulfat, Eosin, Erythrosin und K-Fluoreszein), doch ist aus dieser 
Beobachtung ein Schlu® auf die Eindringtiefe der Salzlésungen nur bedingt 
zu ziehen. Ein Weg schien jedoch durch die Berberinsulfat-KCNS-Reaktion 
Struggers (1939) gegeben. 














Wirkungen von Ionen auf die Wasserundurchliassigkeit 379 


Berberinsulfat gibt mit KCNS eine Fallung von stark fluoreszierendem Berberin- 
thodanid, das in Nadelbiischeln auskristallisiert. Wir liefen nun (wie iiblich pri- 
parierte) Zweigstiicke etwa 5—7 Stunden (also weit linger als die bei den Haupt- 
versuchen eingehaltene Zeit) in n/50 KCNS-Lésungen liegen, fertigten nach Auf- 
trocknen der Lésung nicht zu diinne Schnitte an und legten diese in Berberinsulfat- 
lésung. Bei Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop leuchteten die dufersten 
Tangentialwande der Korkschichten in wesentlich intensiverem Gelb, als dies nur 
bei den mit Berberinsulfat behandelten Kontrollen der Fall war; zu deutlicher 
Kristallbildung kommt es dabei allerdings nicht. Wir werden aber nicht fehlgehen, 
wenn wir dies hellere Aufleuchten auf die Bildung der genannten Verbindung zwi- 
schen Berberin und Rhodanid zuriickfiihren. Auch mit Jodid, das nach unserer 
Feststellung eine ahnliche fluoreszierende Fallung gibt, fiel der ,,Eindringversuch* 
uhnlich aus. Epidermisbedeckte Zweige (Salix caprea, Cornus alba, Kerria japonica) 
ergaben etwas andere Bilder. Die auferste Zone der Epidermisaufenwand, der 
Kutikula entsprechend, leuchtete wieder im verstirkten Fluoreszenzlicht des Ber- 
berinrhodanids auf, wenn sich auch die Kontur nur mit Unterbrechungen abzeichnete. 
Eine zweite helleudcitende Zone, die ebenfalls erst durch das Zusammenwirken von 
KCNS und Berberin besonders deutlich auftrat, zeichnete sich im Basalteil der 
Kutikularschicht, also ungefahr der Schichte, die mit Frey-Wyssling als die 
pektinreichste anzusehen ist, in Form einer fast arkadenartig gebogenen Linie ab. 
Verwendung stirkerer Rhodanidlésungen dnderten nichts an dem Ergebnis der 
Beobachtungen. Wir kénnen diese Beobachtungen wohl dahingehend interpretieren, 
daB wahrend der Versuchszeit das Anion (CNS’, bzw. J’) nicht wesentlich tiefer als 
in die 4uBeren Periklinalwande eindringen kann (mit der Méglichkeit unterschwel- 
liger Konzentrationen des Anions sowie mit teilweiser Auswaschung wihrend der 
Berberinbehandlung mu® allerdings gerechnet werden, desgleichen mit einem Weg- 
speichern des positiv geladenen Kations durch die Zellwand), Dies spricht nun 
gleichfalls fiir die Lokalisation der Transpirationsanderungen in der obersten Schicht 
der Hautgewebe. Inwieweit das verschiedene Farbungsbild bei der Kutikula und 
dem Periderm mit dem jeweiligen Richtungssinn der Ionenreihen zusammenhangt, 
soll die (inzwischen in Angriff genommene) weitere fluoreszenzoptische Unter- 
suchung lehren. 

Betrachten wir nun noch einmal die pH-Abhangigkeit der nichtstoma- 
taren Wasserabgabe. Diese verlauft sowohl bei Blattern (Hartel 1947) als 
auch bei epidermis- und peridermbedeckten Zweigen gleichartig. Es tritt ein 
Maximum um pH 5—7 auf, ferner ist ein Minimum zwischen pH 3,3—4,5 
bei den Zweigen sicher, bei den Blattern wahrscheinlich vorhanden. Wir 
werden wohl nicht fehlgehen, wenn wir das Minimum um pH 3,5—4,5 mit 
dem isoelektrischen Punkt der Zellulose (Drawert) oder besser ihrem 
Entladungspunkt (Héfler) in Zusammenhang bringen. Dieser liegt zwi- 
schen pH 2,5—3; die normalerweise gegen Wasser negativ geladene Zellu- 
lose verliert in diesem pH ihre Ladung, und damit erfolgt auch eine weit- 
gehende Dehydratation oder Entquellung. Wenn wir uns nun mit Frey- 
Wvyssling die Kutikula als ein System von Wachslamellen und Zellulose 
vorstellen, zwischen deren hydrophoben und hydrophilen Gruppen das 
Kutin als Mittler steht, 1a8t sich das Transpirationsminimum mit einer Er- 
héhung des Diffusionswiderstandes auf dem an sich recht langen Weg des 
Wassers (die Wachslamellen liegen schuppenartig iibereinander) im Bereiche 
maximaler Entquellung der Zellulose gut verstehen. 

Mit zunehmender Ladung der Zellulose bei steigendem pH verringern 
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sich auch die Diffusionswiderstiande, die Transpirationskurve steigt an. Es 
ist nun die Frage, wieso es jenseits des neutralen Bereichs (pH5—7) zu 
einer neuerlichen Transpirationssenkung kommt. Es fallt auf den ersten 
Blick auf, daf die Lage des Maximums mit dem isoelektrischen Punkt vieler 
Eiweifkérper zusammenfallt (Pfeiffer u.a.), und es erscheint verlockend, 
an das von Frey-Wyssling (1938) gegebene Schema der Wachseinlage- 
rung in Zellulosewande zu denken. Nach diesem Modell sollen Proteine die 
Verbindung zwischen der hydrophilen Zellulose und den lipophilen Grup- 
pen des Wachses herstellen. Eine Entladung dieser Proteine miifte dann 
(bei einem durch die Hydratation der Zellulose gegebenen Porenraum) zu 
einer Freigabe von Porenwegen und damit zu einer Verringerung der Stré- 
mungswiderstainde, also zu einer Transpirationserhéhung fiihren; diese 
miifte im isoelektrischen Punkte der dabei in Frage kommenden Proteine 
maximal sein. Dieses Schema wird allerdings 1949 von Frey-Wyssling 
auf Grund des negativen Ausfalles mikrochemischer Untersuchungen nicht 
mehr diskutiert; es bleibt dabei nur zu bedenken, daf das Protein in nur 
sehr geringer Menge (vgl. weiter unten) und zudem vielleicht auch ;.mas- 
kiert“ vorliegen kénnte, so daft es sich dem direkten mikrochemischen Nach- 
weis entzieht; auch die Zellulose ist ja in der Kutinschicht nicht ohneweiteres 
nachweisbar, ebenso sind die wandstaindigen Lipoide (Hansteen- 
Cranner) nur auf indirektem Wege darstellbar. An eine Beteiligung der 
aiuferen, den Zellwanden anliegenden Plasmaschichten, deren Eiweiffmakro- 
molekiile die Membranporen verstopfen kénnten (Giaumann 1942), kann 
bei den Peridermen wohl kaum gedacht werden, da die den Diffusionswider- 
stand bestimmenden Schichten des Korkes doch zu plasmafern liegen. Ferner 
kénnte an verschiedene Dispersitatszustainde etwa vorhandener wandstiin- 
cdiger Lipoide oder des Pektins gedacht werden. Ob dem Kutin, bzw. Suberin 
selbst die Rolle eines Regulators zugesprochen werden kann, miifte erst 
untersucht werden; angesichts des gleichartigen Ausfalles der pH-Kurven 
miiRte der Wirkungsmechanismus bei beiden der gleiche sein. Das vermut- 
liche etholidartige Polymerisations-Schema bei Suberin und Kutin, das Vor- 
handensein nicht veresterter reaktionsfahiger Gruppen, die der Membran 
Saurecharakter verleihen (Brauner), lassen eine solche Funktion des 
immerhin schwach quellbaren Kutins und Suberins nicht ausgeschlossen er- 
scheinen. 

Die Interpretation des Transpirationsmaximums um pH 5—7 durch 
Quellungsvorgiinge wird noch dadurch gestiitzt, da® die Quellbarkeit, bzw. 
die Hygroskopizitat der Hautgewebe wie auch der Blatter in ebendemselben 
Bereich ein Minimum aufweist. Die in diesem pH-Bereich sich abspielenden 
Entquellungsvorgange miissen offenbar so stark sein, da die nebenher- 
gehende Quellungszunahme der Zellulose iiberdeckt wird. Hiezu sind nur 
relativ geringe Beimengungen zur Zellulose nétig, wie folgender kleine 
Versuch lehrt. Aus verschiedenen Papiersorten ausgeschnittene Scheiben 
wurden in Pufferlésungen quellen gelassen und nach genau gleichartig, 
geradezu ,,exerziermaftig™ durchgefiihrtem Abtrocknen mit Filtrierpapier 
ihr Wassergehalt bestimmt. Das Ergebnis dieser allerdings nur als orien- 
tierend zu wertenden Versuche ist in Tab. 7 zusammengestellt. 
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Reine Zellulose, wie sie das Filtrierpapier und auch wohl der~«Lisch- 
karton darstellt, zeigen tatsachlich unter pH3 annihernd gleiche Wasser- 
gehalte, bei den mit tierischen Leimen versetzten Zeichenpapieren steigt da- 
gegen die Wasseraufnahme, bzw. die Quellung unterhalb pH 3 an. Ober- 
halb pH 3 nimmt die Quellbarkeit aller Papiersorten zu, wobei aber auf- 
fallt, da beim gut geleimten Aquarellpapier eine deutliche Tendenz zu 
einer Verschiebung des Quellungsminimums nach héheren pH-Werten be- 
steht (beim glatten Zeichenkarton kann das Fiillmittel, das dem Papier zu- 
gesetzt ist, die Verschiebung etwas stéren.? Die geringe (einige wenige 
Prozent betragende) Menge an zugesetztem tierischen Leim geniigen, um 
dem Papier sein Verhalten gegeniiber verschiedenem pH aufzupriagen. Wenn 
wir nun das Verhalten dieses Modells — mit allem Vorbehalt — auf das der 


Tab. 7. Quellbarkeit verschiedener Papiersorten in Pufferlésungen. 








Papiersorte pH| 1,0 | 21 | 30 | 49 | 7.2 | 88 
| | | 
Schleicher-Schtill Nr.595........ ll ee A et | 96 
Griiner Lischkarton, Handelsware..| 79 | 78 | 78 | 89 | 4% | 9 
Glatter weifer Zeichenkarton, | | | 
Gdretatern ifs oases Phe tae 68 | 54 | 51 | 54 | — | 57 


Aquarellpapier unbekannter Herkunft 84 | 59 | 48 4.) S|) MM 


Zellwinde iibertragen, so ist der gegensinnige Verlauf von Transpirations- 
und Quellungskurve gut zu verstehen, ferner auch die Tatsache, daf das 
‘Transpirationsminimum (und damit das Quellungsmaximum) nicht genau 
bei pH 35 auftritt, sondern etwas nach alkalisch verschoben ist. Das Mini- 
mum kommt ja nach der hier versuchten Deutung nicht nur durch einen 
Quellkérper allein, sondern durch das Zusammenwirken von zwei Quel- 
lungskérpern, also auf dem Wege der Interferenz, zustande. 


Entsprechend der Ubereinstimmung der pH-Kurven vom Hautgewebe 
der Zweige, Blatter usw. sind auch die lonenreihen bei der Wasserdampf- 
aufnahme in der feuchten Kammer die gleichen (die Reihen an Blattern 
wurden von H. Hartel untersucht). Ein Gegensatz von Periderm und Epi- 
dermis zeigt sich erst beim Vergleich der Wassergehalte nach Quellung in 
den Salzlésungen selbst, wobei die mit einer Epidermis bedeckten Gewebe 
eine der lyotropen Reihe entgegengesetzte Ionenreihe aufweisen (vgl. S. 373). 
Nach den Versuchen van Neergards an Gelatine ware ja eigentlich zu er- 
warten, dafi bei der Wasseraufnahme salzgetrankter Gewebe aus dem 
Dampfraum eine der normalen Quellungsreihe entgegengesetzte Ionenfolge 
auftritt. Ist das Salz dem quellbaren Kérper zugesetzt, so unterstiitzt die 
Wasserhiille des Anions die Quellung, wahrend es in der Lésung dem Gel 
das Hydratwasser streitig macht (Gegenwirkung der Anionen). Bei der 
.normalen™ Quellung ergibt sich daher die Reihe Cl< J; wird das Salz dem 
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Gel zugesetzt, andert sich die Reihe in J] < Cl. Bei den Kationen kann es zu 
einer solchen Umkehrung nicht kommen, da diese ja direkt die Quellung 
firdern und eine Gegenwirkung nicht vorhanden ist. Es ist aber, trotz 
vieler Parallelen mit unseren Versachen (Umkehrung auf die Anionen be- 
schrinkt!) kaum méglich, solche Effekte fiir die Unterschiede der Ionen- 
reihen von Epidermis und Periderm verantwortlich zu machen, etwa derart, 
daft die Jonen in den Epidermen anders festgelegt werden als in den Kork- 
wiinden; es mite ja dann im Dampfraum die umgekehrte Reihe und in 
Lésung die normale Hofmeistersche Reihe gefunden werden, was ja, wie 
gezeigt wurde (S. 373), nicht der Fall ist. 

Wir méchten daher eher an irreversible Veranderungen in den Aufen- 
membranen wiahrend der Trocknung als Ursache der auftretenden unvoll- 
standigen Umladung, d.h. der Beschrankung der Umkehrung der Reihen 
auf die Anionen, denken. Solche sind in der Kolloidchemie allgemein be- 
kannt; es sei in diesem Zusammenhang daran erinnert, daf selbst Agar 
ein vom Ausgangswassergehalt abhiangiges Quellungsmaximum besitzt 
(Clarke); Koagulationsvorginge diirften eine geringere Rolle spielen, da 
H. Hartel keinen erkennbaren Zusammenhang zwischen Art der Trock- 
nung, inbesonders der Trocknungstemperatur, und der Quellbarkeit auf- 
finden konnte. Es ist nun denkbar, da durch solche Veranderungen wih- 
rend der Trocknung die Unterschiede der Kationenreihen verwischt werden 
und Periderm und Epidermis sich nur mehr durch die bereits im Tran- 
spirationsversuch vielfach deutlicher ausgepragte Anionenwirkung unter- 
scheiden. 

Daraus ergibt sich nun eine interessante Parallele zu Brauners Ver- 
suchen an der Aesculus-Testa. Nach diesen wird der Richtungssinn der 
Reihen SO,’ — Cl’— CNS’ auf die Quellung der Testa beim Uberschreiten 
einer Salzkonzentration von n/8 unregelmafig und kehrt sich zum Teil sogar 
um. Dies ist nun ungefahr die gleiche Konzentration, in der an unseren im 
wesentlichen ahnlich vorbehandelten Hautgeweben ein Wechsel des Rich- 
tungssinnes der Ionenreihen auf die Quellung von periderm- und epidermis- 
bedecktem Gewebe auftrat. Unterliegt diese Umkehr auch nicht immer einer 
strengen Gesetzmifigkeit — sowohl bei Brauner als auch bei unseren 
Versuchen, vor allem, wenn wir an die .,Ubergangsreihen™ von Salix und 
Syringa denken, so werden wir sie doch mit Brauner auf eine teilweise 
Kompensation von Membranladungen zuriickfiihren kénnen. Die an sich 
vaheliegende Annahme verschieden hoher Eigenladung von verkorkten und 
kutinisierten Membranen kénnte den entgegengesetzten Ausfall der Quel- 
lungsreihen im Konzentrationsbereich um n/10 und auch die ,,Ubergangs- 
reihen™ wohl ohne wesentliche Schwierigkeiten erklairen, bedarf aber noch 
des experimentellen Beweises. Die Kationen kehren nach Brauner die 
Quellungsreihe erst in ungefahr molarer Konzentration um (Ubergang vom 
direkten zum indirekten Ioneneffekt). Ganz entsprechend treten in n/10- 
Lésungen an Periderm und Epidermis die gleichen Kationenreihen auf. 
Die Wirkung verschieden konzentrierter Salzlésungen wird an Hand der 
Versuche an Blattern diskutiert werden. 

Auch auf die Frage, worauf das spiegelbildlich entgegengesetzte Ver- 
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halten von Periderm und Epidermis beruht, konnen wir ohne Kenntnis des 
Verhaltens der Blatter lediglich auf Grund des hier vorgebrachten Ma- 
teriales noch nicht beantworten. Wir konnten unsere friiheren Versuche 
iiber die Veranderlichkeit der Membran- und Kutikularwiderstiande an ver- 
schiedenen Pflanzentypen (Hartel 1939, 1942, 1947) auf Grund von Poren- 
wirkungen deuten. Auch aus den vorliegenden Versuchen spricht eine Reihe 
von Argumenten fiir eine solche Deutungsméglichkeit, so z.B. gerade der 
oben erwahnte gleichartige Ausfall der Aufsattigung im Dampfraum bei 
allen untersuchten Hautgeweben, wahrend in den Liésungen periderm- und 
epidermisbedeckte Gewebe sich gegen Anionen verschieden und entspre- 
chend der Transpiration verhalten. Im véllig entwasserten Zustand werden 
cinmal sicher die submikroskopischen Poren- und Interstitialraume der 
Membranen weitgehend (und wie oben erwahnt zum Teil irreversibel) ver- 
iindert, so daft allein dadurch eine Parallelitat von Transpirations- und Quel- 
lungsreihen nicht unbedingt vorausgesetzt werden kann und Abweichungen 
durchaus erklarlich sind. Zum anderen diffundieren ja bei der erstgenann- 
ten Versuchsanordnung (Aufsattigung im Dampfraum) nur Wassermolekiile. 
innerhalb der Gewebe, wahrend die Salze zum gréften Teil im undisso- 
ziierten Zustand als Molekiile vorliegen und erst nach Mafigabe der Quel- 
lung des Gewebes kolloidaktiv wirksam werden. Bei der Quellung in den 
Salzlésungen dagegen dringen Wassermolekiile und lonen gleichzeitig in 
das quellende Gewebe, wobei sich ganz andere Bremswirkungen ergeben 
werden. Es ist einleuchtend, daft letztere Versuchsanstellung den Verhalt- 
nissen in vivo wesentlich naiherkommt und daher auch eine bessere Uber- 
einstimmung mit den Transpirationsreihen ergibt. Nun steht aber die Flui- 
ditat, bzw. die Filtrierbarkeit von Salzlésungen durch Membranen im um- 
gekehrten Verhaltnis zu ihrer quellungsférdernden Wirkung; so erfahri das 
stark quellungsférdernde Li-Ion wegen seiner grofen loenhiille die starkste 
Bremsung (Brauner). Es ist nun denkbar, daf es einmal infolge 
der verschiedenen Filtrationsfahigkeit, zum andern aber auch durch die 
Verengung der Porenlumina: (Wasserhiillen der adsorbierten Ionen) zu 
Hemmungen der Wasserbewegungen in den Epidermen kommt, die dann 
der Quellungsreihe entgegengesetzt sein miissen. Dariiber sollen die Ver- 
suche an Blattern niheren Aufschluf geben. 


5. Zusammenfassung 

1. Die pH-Abhingigkeit der Wasserdampfabgabe von Zweigstiicken 
(Schnittflachen mit Paraffin verschlossen) folgt einer deutlichen Maximum- 
kurve mit einem Héchstwert um pH 6—7. Nach Durchlaufen eines Mini- 
mums um pH 3,5—4,5 steigt die Wasserabgabe gegen pH 3 in mehreren 
Fallen wieder an. Der Verlauf der pH-Transpirationskurve der Aststiicke 
entspricht im wesentlichen der an Blattern gefundenen Abhangigkeit der 
Transpiration vom pH. 

2. Durch Baden der Asistiicke in Salzlésungen wird die Wasserabgabe 
in verschiedener Weise geadndert. Beim verkorkten Periderm ohne zusam- 
menhingende Kutikula (Kartoffel, Fraxinus-Periderm) folgt die Tran- 
spirationshéhe im neutralen, bzw. alkalischen Bereich der Hydratation der 
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Kationen, bzw. der Adsorbierfahigkeit der Anionen, entspricht also den 
Hofmeisterschen Reihen, .,Quellungstyp“ (auch an Flechten repro- 
duzierbar). Epidermen mit zusammenhangender Kutikula (Apfel, Cornus 
alba) zeigen ein dazu spiegelbildliches Verhalten. Zwischen den beiden Ver- 
haltensweisen kommen Ubergangsreihen vor, die im anatomischen Bau be- 
griindet sind (Salix caprea, Syringa vulgaris). 

3. Beide Verhaltensweisen kehren ihren Richtungssinn beim Ubergang 
in die saure Reaktion um, was auf die Mitwirkung eines umladbaren K6r- 
pers bei den Transpirationsinderungen hindeutet. 

4. Zwischen den Ionenreihen der Transpiration und der Quellbarkeit 
(Gewichtszunahme der trockenen Gewebe in den Salzlésungen) bestehen 
deutliche Beziehungen, namentlich hinsichtlich der Anionenwirkung; bei 
der Quellung in der feuchten Kammer sind die Ionenreihen von Periderm 
und Epidermis gleich und entsprechen der lyotropen Reihe. 

5. Der bei periderm- und epidermisbedeckten Geweben iibereinstim- 
mende Verlauf der pH-Kurven und der Quellbarkeit in der feuchten Kam- 
mer spricht fiir einen einheitlichen Regulationsmechanismus bei beiden 
Typen. Der Reaktionsausfall bei den Ionenreihen der Transpiration und 
der Quellung in den Salzlésungen wird offenbar durch Strukturverschieden- 
heiten innerhalb der transpirierenden Schichten verandert. Es werden die 
Mdglichkeiten einer Erklarung diskutiert und die Erscheinungen auf ver- 
schiedene Wegsamkeit der submikroskopischen Poren zuriickgefiihrt. 
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The metachromatic color (reddish-violet) of toluidine blue~has been 
widely used as an indicator of substances similar in structure to heparin. 
Such substances are called mucopolysaccharides and include chondroitinsul- 
furic acid, mucoitinsulfuric acid, heparin, hyaluronic acid and other widely 
distributed compounds. While these polysaccharides or their protein com- 
plexes are found in large quantities extracellularly (e.g., connective tissue 
matrix, mucin, jellies of some invertebrate eggs, bacterial capsules), evidence 
for their existence inside cells is scarce. One intracellular mucopoly- 
saccharide, heparin, has a profound physiological action in preventing the 
clotting of blood. Other polysaccharides, especially those esterified with 
sulfuric acid, also prevent the clotting of blood. Heilbrunn (1,2) main- 
tains that the clotting of blood is fundamentally similar to the clotting of 
protoplasm. A wider knowledge of intracellular anticoagulants thus 
becomes of particular interest. The present work is part of a survey on 
the distribution and functions of mucopolysaccharides in cells of many 
kinds. 


Toluidine blue is believed by Lison (4) to be specific, under certain 
conditions, for sulfuric acid esters of high polymer polysaccharides. As 
he and others use the dye, usually involving alcohol treatment, it may well 
be specific, for alcohol suppresses the weaker metachromatic reactions or 
ionic colors simulating the metachromatic color. The use of toluidine blue 
in aqueous media as an indicator of metachromatic substances is not without 
meaning, however, for those colors which are destroyed by alcohol may be, 
as Michaelis (5) points out, safely preserved in aqueous preparations. 
The work here was necessarily done on living eggs and the use of alcohol 
was not possible. 

For each experiment a few segments from the female Chaetopterus were 
removed and allowed to shed eggs into sea water. These eggs were strained 
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through cheesecloth several times and left in sea water for 15-30 minutes. 
Portions of eggs were then placed in Stender dishes containing 20 ml. of 
toluidine blue (Toluidine Blue O, certified, Coleman and Bell) made up in 
sea water. Similar dishes containing sea water alone served as controls. 
About two hours after shedd- 
ing—the time varied with the 
concentration of the dye— 
both stained and control eggs 
were fertilized. This was 
done by adding to a dish one 
to three drops of a sperm 
suspension containing one 
drop of dry sperm in 10 ml. 
of sea water. All dishes were 
kept at the temperature of 
running sea water. about 
19°C. 





The stained eggs were cen- 
trifuged at close intervals 
from the time they entered 
the dye solution until they 
had cleaved. A_ force of 
2700 g for 30 seconds separat- 
ed the cellular components 
nicely and this centrifugal 


Fig. 1. 


treatment was used for most 
of the experiments. 


For each experiment, 
cleavage counts were made of 
at least 100 eggs in each of 
the two dishes about one hour 
and forty minutes after in- 
semination. This was done as 
a check on the effect of the 
lye. It was necessary to ex- 
pose the eggs to a given dye 
concentration for a minimum 
time before fertilization in 
order that they be properly stained. Dye concentrations of 0.1 to 3.3 mg. 
per 100ml. were used, the most effective range being 0.2 to 0.5 mg. per 
100ml. Higher concentrations act more quickly but such concentrations 
inhibit cleavage. Lower concentrations take so long to penetrate that the 





Fig. 2. 


eggs are several hours old before observations can begin. 

The uncentrifuged egg, when properly stained, is a deep blue-violet. 
This apparently homogeneous color is resolved upon centrifugation into 
a larger mass of blue centrifugal granules (yolk) and a smaller volume of 
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red centripetal granules or vacuoles. The red granules, not apparent in the 
unstained egg, lie just under the fat cap. Ordinarily these granules are 
small, variable in size and spherical. At times they were observed to 
coalesce, forming one or a few larger spheres. Even when many granules 
are collected under the fat cap there may still be a light scattering of them 
in the clear area of the cell. The granules persist for a time when the egg 
is broken under a coverslip in sea water; if observation is continued as the 
dye fades from the crushed cell, both red and blue granules are seen to lose 
nearly all color, leaving only a group of deep blue or blue-gray rods. These 
may be the chromosomes. Whether the red granules bear any relation to 
these rods has not yet been determined. 

An early observation of stained, fertilized eggs indicated that changes 
in the granule picture took place as the first mitosis progresses, due either 
io changes in cellular viscosity or in quantity of red substance. Actually 
ihe changes observed as the cell prepares to cleave are probably due to 
redistribution of the red granules by other cell components. For. example, 
as the cleavage spindle appears the red granules no longer lie just under 
the fat cap but partially surround a clear centripetal area (spindle region) 
like a shell. As the spindle disappears the granules again flatten against 
the fat cap. Just before the egg divides the granules remain scattered and 
this may be an effect of the increased viscosity preceding cleavage (3). In 
several instances 3- and 4-cell stages were centrifuged and it appeared that 
the proportion and distribution of blue and red granules is the same as in 
the parent cell. 

The accompanying figures show 2 centrifuged eggs. The time elapsing 
between centrifugation and photographing was four minutes. 
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In its colloidal behavior, protoplasm is strikingly like blood. Indeed the 
colloid chemistry of protoplasm can be studied best by applying our know- 
ledge concerning the clotting of blood (see Heilbrunn 1928; 1943). Appa- 
rently, whenever protoplasm is aroused it undergoes a clotting reaction 
similar to that which occurs when blood clots. This is believed to be true 
for muscle, for nerve and for cells in general. The division of a cell and 
more specifically the appearance of a mitotic spindle is preceded by a large 
increase in protoplasmic viscosity which we have called the mitotic 
gelation. This gelation can be prevented by heparin, the well known anti- 
clotting agent for vertebrate blood, and as a result heparin can stop cells 
from dividing (Heilbrunn and Wilson 1949, Harding 1949). 

In describing our results with heparin, we suggested that the bacterial 
polysaccharide obtained from Serratia marcescens (Shear and Turner 
1943) might owe its remarkable ability to cause regression of tumors to a 
heparin-like action on the mitotic gelation. Fortunately, we were able to 
obtain small amounts of the bacterical polysaccharide from Dr. M. J. Shear 
of the National Cancer Institute and this gave us an opportunity to test our 
hypothesis. We wish to thank Dr. Shear for his kindness in supplying 
the polysaccharide. Because of the precious quality of the preparation 
—whatever is made is used widely—we did not feel free to use any more 
of it than we had to. For this reason, our results are not as complete as 
they might otherwise have been. Nevertheless we did enough experiments 
to convince us of the correctness of our findings. 

In what follows we shall consider first the action of the bacterial polysac- 
charide and we shall then examine into the effect of dicoumarol and of 
vitamin K on the eggs of the worm Chaetopterus. 

Bacterial polysaccharide. We had two samples of polysaccharide with 
which to work. One, labelled PP 25, was a solution which contained 12 mg. 
of the substance per ml. of solution; it was an extract obtained from the 
bacterial cells. The other sample, designated as PP 20, was a preparation 
obtained from the filtrate from the cells; it contained only 3.4mg. of 
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polysaccharide per ml. Most of our work was done with the PP25 pre- 
paration, although we did enough with the PP 20 preparation to know that 
its action was similar. 

The bacterial polysaccharide acts like heparin in tending to inhibit the 
fertilization of Chaetopterus eggs. It also acts like heparin in tending to 
prevent the division of the eggs. 

Our experiments were done during the summer of 1949 at the Marine 
Biological Laboratory in Woods Hole, Mass. We used the eggs of the 
annelid Chaetopterus pergamentaceus and the technique we employed in 
obiaining the eggs and working with them is described in an earlier paper 
(Heilbrunn and Wilson 1948). 

The following record of an experiment is an illustration of what happens 
to the eggs in the presence of polysaccharide: 

Eggs were placed in a solution containing 9 parts of sea water and 1 
part of PP 25, that is to say, in a 0.12% solution of the polysaccharide. As 
a control, other eggs were placed in a solution containing 9 parts of sea 
water and 1 part of distilled water. The experimental and control solutions 
were thus of approximately the same tonicity. The pH of the experimental 
solution was somewhat lower than that of the control. Its pH was 7.4, 
whereas the pH of the control was 8.0. In all instances, the polysaccharide 
solutions showed such acidity, an indication that the bacterial polysac- 
charide is acid, thus resembling heparin. Both the experimental solution 
and the control were kept at a constant temperature of 21° C. 

After the eggs had been in the two solutions (polysaccharide and 
control) for 5 minutes, a heavy suspension of sperm was added to both. 
Apparently the sperm was present in sufficient amount to override the 
inhibiting action of the polysaccharide, so that in both solutions fertilization 
occurred and 100% of the eggs in each lot showed polar bodies. 

The eggs in the polysaccharide solution did riot cleave. When a count 
was made 53 minutes after insemination, 99% of the control eggs had 
cleaved and not one egg in over 200 of the experimental eggs. Two hours 
after fertilization, 1% of the experimental eggs showed cleavage. After 
being immersed in the polysaccharide solution for 70 minutes, some of the 
eggs were transferred to sea water. Two hours later, 45% of these trans- 
ferred eggs showed cleavage. 

Centrifuge tests were made of both experimental and control eggs at 
5 minute intervals for the period between fertilization and cleavage (of 
controls). The method used was the same as that of our earlier papers; 
a centrifugal force of 2325 gravity was employed, and the viscosity was 
cstimated in terms of the number of seconds required to produce zoning. It 
will be remembered that normally the viscosity is low and remains at 
approximately 7 for the first 26 minutes after fertilization (at 21° C), that 
it then rises to approximately 14, drops to 7 again during the period 
between 40 and 45 minutes after insemination, and then rises just before 
the actual cleavage. The control eggs showed exactly this behavior, as 
Table I shows, but the eggs exposed to the polysaccharide remained fluid 
during the whole pericd. The values shown in Table I are all the result 
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cf 8 second tests. That is to say at 5 minute intervals, control ard ex- 
perimental eggs were centrifuged for 8 seconds. They were then examined 
to discover whether the viscosity at a given time was above or below this 
value of 8, or approximately equal to it. 

In this experiment the cleavage time for the control eggs was 49 minutes: 
i.e. 50% of the eggs had undergone cleavage by 49 minutes. This time is 
slightly shorter than usual. This is in part due to the fact that eggs in 
slightly hypotonic solu- 
tions cleave a minute or 
two more rapidly than 
those in sea water. 

The important point 
to note is that although Minutesafter, Eggs in poly- 
the control eggs, in so far fertilization | saccharide solution 
as the measurements go, = 


Table I. Protoplasmic viscosity of eggs exposed to 
polysaccharide and control eggs at various times 
after fertilization. 





Control eggs 





5 8 8 
show a typical viscosity 10° die Seats Scoads 
curve for mitosis, the eggs 15 Sar lees 8 a ee 
in polysaccharide at no 20 8 or less 8 or less 
time showed any viscosity 25 8 or less more than 8 
increase. In other words. 30 8 or less more than 8 
the normal mitotic gela- - 8 or less more than 8 
tion is completely pre- 40 8 or less 8 or less 

‘ 45 8 or less 8 or less 
vented. ps 
: 50 8 or less more than 8 
The above experiment 1 ¢ 
60 8 or less 


was repeated in almost 
identical fashion except 
that a slightly higher concentration of polysaccharide was employed. Also 
centrifuge tests were made at slightly different times. In this second ex- 
periment, 1 part of PP 25 solution was diluted with 7 parts of sea water so 
as to give a 0.15% solution: the control had one part of distilled water to 
7 parts of sea water. Five minutes after the eggs were placed in the ex- 
perimental and control solutions, they were inseminated with excess sperm. 
As far as could be judged by polar body counts, all of the eggs in both 
solutions were fertilized. The eggs in the control solution showed 50% 
cleavage after 52% minutes. After 70 minutes, there was no cleavage in 
the presence of polysaccharide; after 150 minutes, 3% of the eggs in the 
polysaccharide solution had cleaved, and 16% showed cleavage after 
197 minutes. As before, the polysaccharide inhibited cleavage. 

As in the previous experiment, centrifuge tests were made at 5 minute 
intervals, and again the tests (with the exception of the final one) were 
made for periods of 8 seconds each. The results are given in Table JI. 

When the results shown in Table I and those in Table II are considered 
together, it is certainly clear that no increase in viscosity occurs in the 
eggs in the polysaccharide solution. On the other hand, the control eggs 
go through a normal mitotic gelation. 

This is also shown in a third experiment in which 6 second centrifuge 
tests were made. In this experiment, a 0.12% solution of the polysac- 


28* 
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charide was used together with a suitable isotonic control. The results ave 
given in Table III. 


In this third experiment, the cleavage time of the control eggs was 


51 minutes, and 97% of them had cleaved by 58 minuies. 


Bs 
When the eggs in 


the polysaccharide were examined 58 minutes after insemination, not a 


Table Il. Protoplasmic viscosity cf eggs exposed to 
pclysaccharide and control eggs at various times 
after fertilization. 





Minutes after 


Eggs in poly- 


Control eggs 





fertilization saccharide solution 
7 8 8 
12 8 or less than 8 8 or less than 8 
17 8 or less than 8 8 or less than 8 
22 8 or less than 8 8 or less than 8 
27 8 or less than 8 Variable. Some 

more than 8 

32 8 or less than 8 more than 8 
37 8 or less than 8 more than 8 
42 8 or less than 8 8 
47 8 or less than 8 = 8 or less than 8 
52 8 or less than 8 More than 8 
67 8 or less than 8 


Table ILI. Protoplasmic viscesity cf eggs exposed to 
polysaccharide and ccéntrol eggs at various times 
after fertilizaticn. 








Minutes after Eggs in poly- 

fertilization ideo lanai Control emus 
6 6 orslightly more — 6 or slightly more 
11 6 6 
16 6 6 
21 6 6 
26 6 more than 6 
31 6 more than 6 
36 6 more than 6 
4] 6 more than 6 


single egg had cleaved. 
However, by 93 minutes 
after insemination, 14% of 
the eggs in the polysac- 
charide solution showed 
cleavage. 

The experiments with 
bacterical polysaccharide 
are more striking than our 
earlier experiments with 
heparin) (Heilbrunn 
and Wilson 1949), for 
with heparin solutions 
we were never able to ob- 
tain as complete stoppage 
of cell division. Moreover, 
the bacterial polysac- 
charide appears to affect 
the eggs much more ra- 
pidly than does heparin. 
Indeed with the bacterial 
polysaccharide it is pos- 
sible to fertilize the eggs 
in sea water and then 
introduce them into solu- 
tions of polysaccharide 
and obtain an effect. Such 
experiments have an ad- 
vantage in that all the 
eggs are fertilized even 
without the use of excess 
quantities of sperm. 


Table 1V gives the results of 3 experiments in all of which the eggs were 


exposed to 0.15% polysaccharide 2 minutes after fertilization. 


(This is in 


contrast to the earlier experiments in which the eggs were fertilized in the 


polysaccharide solution). 


like heparin. 


Counts of cleaved eggs in the polysaccharide 
solutions were made at approximately one hour after insemination. 

It is easy to understand why the bacterial polysaccharide should act 
Presumably it is close to heparin chemically and it might 
indeed be correct to call it a heparin. As noted previously. the bacteria! 
polysaccharide is acid: like heparin also it contains sulfur although not in 


ws great amount as ordinary heparin (Hartwell, Shear and Adams 
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1943). As a matter of fact, various authors differ in their opinions as*to the 
sulfur content of heparin. For although most authors find rather large 
amounts of sulfur in heparin, Lipmann and Fischer (1935) found no 
sulfur in their preparation. When solutions of the bacterial polysaccharide 
are tested with toluidine blue, they give a beautiful red, metachromatic 
color. This'is a standard test for the presence of heparin and heparin-like 
substances. Finally, like heparin the bacterial polysaccharide can prevent 
blood clotting. in experiments with human blood plasma, Sylvia Most in 
this laboratory has shown that dilute solutions of bacterial polysaccharide 
can completely inhibit clotting (Most 1950). The anti-clotting action of 
the bacterial polysaccharide is, however, much weaker than that of heparin. 
Gram for gram, the most 
powerful commercial pre- 


: 5 : Table IV. Effect of 0.15% bacterial polysaccharide 
parations of heparin are 


Fr 3 : on on cleavage of Chaetopterus eggs expcsed 2 mi- 
300 times more powerful nutes after fertilizaticn. 


in their  anti-clotting 








action. Percent of cleavage in | Percent of cleavage in 
If we assume that the polysaccharide solution control (sea-water) 

bacterial polysaccharide 2 99 

is really a heparin, or 5 99 

at least a heparin-like 3 100 


substance, this is in line 

with our belief that many 

diverse types of cells contain heparin or heparin-like substances. This 
point of view is being strengthened by the studies of Mr. John W. Kelly, 
now in progress in our laboratory. He has been finding evidence of heparin 
or heparin-like substances in various marine egg cells, in protozoa, and in 
vertebrate tissue cells. Apparently, in cells generally, there is a conflict 
between those substances that favor clotting and those that tend to prevent 
clotting. Among the anti-clotting substances, heparins are prominent. 

On the basis of this point of view it is easy to understand the effect of 
the bacterial polysaccharide on the mitotic gelation. Presumably, some 
heparins exert a more potent effect on blood, whereas others act more 
strongly on protoplasm. By a study of the heparins obtainable from all 
sorts of tissues, both plant and animal, it may be possible to discover 
heparins which will have a very potent effect on mammalian neoplasms and 
yet at the same time be relatively non-toxic. The heparin commonly used 
by blood physiologists is a normal bosly constituent and there is an excellent 
chance of finding a substance like it which will tend to prevent cell division 
without being a protoplasmic poison like cyanide. 

Dicoumarol. As is well known, when mammals are fed dicoumarol, their 
blood becomes non-coagulable. By most authorities this is believed to be 
due to an indirect effect; the blood of animals which have eaten dicoumarol 
is low in prothrombin and this low prothrombin content is attributed to an 
effect of dicoumarol on the cells of the liver. How the liver cells are affected 
is not known, and indeed there is little or no information as to the manner 
in which dicoumarol acts cn cells. 
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We thought to do experiments with dicoumarol on marine eggs, hoping 
that we might find a direct action. This indeed occurs. Both for the eggs 
cf the sea-urchin Arbacia and for the eggs of Chaetopterus, dicoumarol is a 
powerful inhibitor of cell division. Earlier work on plant material had 
indeed shown that dicoumarol is an inhibitor of the growth of plant tissues 
(Marx, Bayerle and Marx 1949). 

In preliminary experiments we used preparations of dicoumarol that we 
obtained from drug stores. We tried both tablets and capsules. These pre- 
parations contain various substances other than dicoumarol. Thus, we are 
told, the capsules sold by E. R. Squibb and Sons contain for each 50 mg. of 
dicoumarol, 120 mg. of lactose and about 20 mg. of magnesium stearate. As 
a matter of fact, neither the lactose nor the magnesium stearate in the con- 
centrations used appeared to have any effect on the eggs. Fortunately we 
were able obtain from E. R. Squibb and Sons some pure dicoumarol. 

Dicoumarol is practically insoluble in distilled water, but it does dis- 
solve to some extent in moderately alkaline solutions. When we mixed 
dicoumarol with sea water, we were never able to obtain compleie solution. 
Actually, our method of procedure was to attempt to dissolve 50mg. of 
dicoumarol in 500 ml. of sea water. We then filtered off the undissolved sub- 
stance and used the filtrate. In this way, we were able to obtain a potent 
substance which contained something less than 0.01% dicoumarol. Attempts 
tc obtain weaker solutions which retained their potency were not successful. 
As a matter of fact, when we mixed the dicoumarol with the sea water, the 
insoluble material which resulted was greater in amount (by actual weight) 
than the dicoumarol we had added. There is thus an indication that the 
dicoumarol forms insoluble compounds with the salts of sea water. (That 
this probably happens was indicated to us by a personal communication 
from Dr. L. V. Blubaugh of the Squibb company.) 

In our experiments with Chaetopterus eggs we used a solution con- 
taining less than 0.01% dicoumarol. The solution was prepared fresh each 
day by mixing a given weight of the pure dicoumarol with 10,000 times its 
weight of sea water and then filtering. In a few experiments this solution 
was diluted with an equal volume of sea water to give a solution something 
less than 0.005%. 

We studied the effect of these solutions on Arbacia ‘and Chaetopterus 
egg. The results were similar for both, but we shall report only the Chae- 
topterus experiments. In general, we fertilized Chaetopterus eggs and then 
2 minutes after fertilization we exposed some of these fertilized eggs to the 
solution which contained less than 0.01%. The eggs were kept in a con- 
stant temperature bath at 21°C. The effect of the dicoumarol was pro- 
nounced. Normally Chaetopterus eggs at 21°C cleave 56 minutes after 
fertilization. However, the eggs exposed to the dicoumarol typically 
showed no cleavage at all when they were counted one hour after fertiliza- 
tion. Thus in 3 experiments in which eggs exposed to dicoumarol were 
counted one hour after fertilization, no eggs cleaved, and in 2 other ex- 
periments in which the eggs were counted 2 and 3 hours after fertilization. 
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only 1% of the eggs cleaved in each case. However, if the eggs are left 
in the dicoumarol solutions for 7, 8, or 9 hours, cleavage begins in a high 
percentage of the eggs and then stops at the 2 cell stage. In one experiment, 
91% of the eggs cleaved after being left in the solution for 7 hours. In 
another case, after 11 hours, 69% were found to have cleaved. The effect 
of the dicoumarol is rapid. Thus when eggs were placed in the dicoumarol 
solutions 25 or 30 minutes after fertilization, there was no cleavage one 
heur after fertilization. If eggs are removed from the dicoumarol solution 
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MINUTES AFTER FERTILIZATION 
Fig. 1. Effect of a dilute dicoumarol solution on the protoplasmic viscosity of 
fertilized Chaetopterus eggs. The broken line shows the viscosity of normal control 
eggs for comparison. 





ore 


after an exposure of an hour, they then divide, so that it is clear that the 
action of the dicoumarol is reversible. 

The effects of dicoumarol on the protoplasmic viscosity of Chaetopterus 
eggs are pronounced, but they are not what we had supposed they would 
be. As in the earlier experiments with polysaccharide, we used a hand 
centrifuge at a speed which gave 2325 times gravity. Tests were made at 
5 minute intervals. Sufficient tests were made to give us values of the 
viscosity in arbitrary units, but not as many tests were made as in the 
earlier studies of the normal viscosity cycle (Heilbrunn and Wilson 
1948). Hence the measurements are not as accurate as the earlier ones. 
However, the general course of events is certainly clear. Fig. 1 shows the 
curve of viscosity for eggs exposed to a solution of dicoumarol in sea 
water. The concentration of this solution is something less than 0.01%. 
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The dotted line in Fig. 1 shows the normal viscosity curve of eggs in sea 
water; this is copied from our earlier results (Heilbrunn and Wilson 
1948). From the curve, it can clearly be seen that the viscosity of the 
dicoumarol treated eggs increases before that of the control eggs. The 
viscosity then stays high for an hour and there is no liquefaction as there 
is normally. But viscosity does not stay at a high level. Thus in one test, 
4 hours after fertilization, 42% of the eggs centrifuged for 8 seconds showed 
zones. Thus, at this time, approximately half of the eggs had returned 
io a condition of low protoplasmic viscosity. At approximately the same 
time. 15% of the eggs showed a viscosity of 6 or lower. In another ex- 
periment, when dicoumarol treated eggs were centrifuged 3 hours and 
30 minutes after fertilization, 49% showed a viscosity equal to or less than 6. 
Because of the variable behavior of the eggs in dicoumarol, it is scarcely 
possible to plot a curve, but it seems clear that 5 or 6 hours after fertiliza- 
tion the eggs which have been exposed te dicoumarol have protoplasm more 
fluid than normal. Thus the stage of increased viscosity is followed by 
a stage of marked fluidity and it is apparently at about this time of 
increased fluidity that the eggs divide. They make a single division and 
then stop. 

Vitamin K. In view of the fact that dicoumarol and compounds with 
vitamin K activity have opposing effects on the coagulation of the blood 
of higher animals, it was of obvious interest to us to determine the possible 
effect of vitamin K compounds on mitosis. Accordingly, we obtained some 
2-methyl-1.4 naphthoquinone from the Eastman Kodak Company and tested 
its effect on Chaetopterus eggs. This substance is one of the most active, 
if not the most active, of the compounds with vitamin K activity. It is 
sparingly soluble in sea water. We tried to dissolve 10mg. of the sub- 
stance in a liter of sea water. Almost all of it dissolved and we employed 
this concentration (slightly less than 0.001%) as a basic solution. It had 
to be prepared fresh at frequent intervals. 

The 0.001% solution has a powerful effect on Chaetopterus eggs. lt 
completely inhibits fertilization. Moreover, when eggs are fertilized and 
then 2 minutes later are transferred to the solution, not only is all cleavage 
inhibited, but there is also a complete or almost complete stoppage of the 
first maturation division. so that typically either no polar bodies appear 
or only a very low percentage of the eggs have them. If the eggs are 
removed from the vitamin K solution after an hour's exposure, there is no 
recovery and the eggs stay unsegmented. 

Dilutions of the 0.001% solution were also tried. In one experiment, 
solutions of 0.001%. 0.0005%, 0.00023% and 0.0001% were used, and the eggs 
were placed in these solutions 2 minutes after fertilization. In no case 
did any cleavage occur within an hour after insemination, although in the 
most dilute solution, 7% of the eggs had divided after 7 hours. Thus a molar 
concentration of only 3.6 X 10-° is enough to stop cell division. At a still 
lower concentration. 0.00005%, 71% of the eggs cleaved in a little over an 
hour after the eggs were placed in the solution 2 minutes after fertiliza- 


tion. 
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Other authors have likewise found that substances with vitamin K 
activity and naphthoquinones can stop cell division. Thus Mitchell and 
Simeon-Reuss (1947) showed that a synthetic vitamin K substitute, tetra- 
sodium, 2-methyl-i,4 naphthohydroquinone diphosphate stopped mitosis in 
tissue cultures of chick fibroblasts and human cancer cells. Lehmann 
(1945) and Huber (1945) studied the inhibitory effect of 3,4 naphtho- 
quinone on mitosis in the Tubifex egg, and Anfinson (1947) studied the 
inhibition of mitosis in the sea-urchin egg by a naphthoquinone derivative. 


In our studies, we found that dilute solutions of the synthetic vitamin K 
that we used (2-methyl-1,4 naphthoquinone) had a very marked effect on 
protoplasmic viscosity and that this effect was almost exactly the opposite 
of that produced by dicoumarol. In one experiment, eggs were exposed 
to the 0.0001% solution 2 minutes after fertilization, and they were then 
centrifuged at 16, 20, 23, 30, 35, 40, 45, 50 and 55 minutes after fertilization. 
Although control fertilized eggs centrifuged simultaneously (in separate 
tubes) showed the normal course of viscosity change during the mitotic 
cycle, the protoplasm in the eggs exposed to this very dilute solution of 
vitamin K remained fluid, the viscosity never rising above the value of 8. 
This fluidity persisted for several hours. Then, when the eggs were centri- 
fuged at 5 hours after fertilization, it was noted that an increase in viscosity 
was apparent in about 20% of the eggs: an hour later, about 70% of the 
eggs had become more viscous; and at 6% hours after fertilization, all the 
eggs showed a definite increase in viscosity. The viscosity increase was 
marked; a test made 7 hours after fertilization showed the viscosity to be 
above 16. 

Another experiment was made with a solution 10 times as strong, that 
is to say, a 0.001% solution. In this experiment, the eggs were likewise 
iitroduced into the solution 2 minutes after fertilization and centrifuge 
tests were made at 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 48%, 50, 535 and 53% min- 
utes after fertilization. Again, normal fertilized control eggs centrifuged 
at these same times showed the normal course of viscosity change. On the 
other hand, the eggs exposed to the vitamin K solution remained fluid 
until 48% minutes after fertilization. Then, at 50 minutes after fertiliza- 
tion, the viscosity started to rise. At 50 minutes, it was above 8; at 53 min- 
utes, it was above 10; at 55% minutes and at 60 minutes, it was 12: at 
66 minutes, it was higher than 12; at 68 minutes, it was higher than 14; 
at 70 minutes, it was more than 20; at 72 minutes, it was 40; and at 76 min- 
utes, it was more than 50. 

In the more dilute solution, therefore, the egg protoplasm stays fluid 
for about as long a time as the protoplasm stays viscous in the dicoumarol 
svlution studied previously; then at about the time the eggs in the di- 
coumarol solution become fluid, the eggs in the vitamin K solution go 
through the opposite sort of a change. In the more concentrated solution of 
vitamin K, the first effect is also a maintenance of fluidity, but this is foll- 
owed much more rapidly by a very sharp increase in protoplasmic viscosity. 
Our experiments show clearly that agents which affect blood clotting 
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also have marked effects on protoplasmic clotting. Not only ordinary 
heparin and the heparin or heparin-like substance obtained from bacteria, 
but also dicoumarol and vitamin K (2-methyl-1,4 naphthoquinone) markedly 
influence the course of the mitotic gelation in Chaetopterus eggs. These 
substances all have a pronounced effect on protoplasmic viscosity. Clearly, 
the division of the cell is dependent on the colloidal changes involved in 
mitotic gelation and subsequent liquefaction. 

A surprising fact is that substances like dicoumarol and 2-methyl-1, 
4 naphthoquinone can act in very great dilution. Moreover, it is important 
to know that these substances, not very toxic to human beings, can in 
such high dilution prevent the division of cells. Armed with this knowledge, 
and with some knowledge moreover of the theory of why these substances 
act, it should be possible to proceed with further experimentation on 
a rational basis. Instead of trying hit or miss to find substances which 
inhibit cell division and cause regression of neoplasms, we should be able 
to predict with some assurance what substances will be most’ effective. 
Indeed, we sincerely believe that a clear understanding of the nature of 
the factors which induce mitotic gelation and cell division, and the factors 
which prevent the gelation and the resultant cell division, will lead to 
a more rational approach to the problem of cancer therapy. 


Summary 


We have continued to interpret cell division in terms of the colloidal 
theory. This theory maintains that cell division is initiated by those sub- 
stances which induce mitotic gelation and is prevented by those which 
inhibit this gelation, and that furthermore the mitotic gelation represents 
a type of clotting in many respects similar to the clotting of vertebrate 
blood. The bacterial polysaccharide of Shear, a substance which has 
a marked effect in causing regression of tumors, is a heparin or heparin- 
like substance. It prevents mitotic gelation and cell division in the 
Chaetopterus egg. Dicoumarol has marked effects on protoplasmic 
viscosity, first causing enhanced gelation and then pronounced lique- 
faction. Its action on cell division is related to these effects. A synthetic 
vitamin K (2-methyl-1,4 naphthoquinone) tends to liquefy and then mar- 
kedly to clot the protoplasm of the Chaetopterus egg. In very low con- 
centrations it stops mitosis irreversibly. 
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Die intravitale Fluorochromierung junger Bliitter von 
Helodea densa 


Ein Beitrag zur weiteren Aufklarung der entwicklungs- 
physiologisch bedingten Farbegradienten 


Von 


Ernst Siegfried Perner 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster) 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 6. Mai 1950) 


I. Einleitung 


Die von Weber (1930) begriindete ,,protoplasmatische Pflanzenana- 
tomie~ laRt in dem heutigen Stand ihrer Entwicklung eine Orientierung in 
drei Richtungen erkennen. 

1. Die protoplasma-physiologische Analyse von Zellen mit bestimmter 
Funktion und die Untersuchung der Anderungen dieser Eigenschaften bei 
eintretendem Funktionswechsel oder Funktionsverlust (Driisenzellen, Sto- 
mata, Nebenzellen, Endodermis). 

2. Die protoplasma-physiologische Analyse der verschiedenen Gewebe 
(Haut-, Strang-, Grundgewebe) und das Aufsuchen protoplasmatischer Un- 
gleichheiten in einem bereits ausdifferenzierten Gewebe. 

3. Die protoplasma-physiologische Analyse von Organen im Hinblick 
auf ihre Entwicklung (Thallus von Rotalgen; Prothallien von Farnen; 
Blatter von Moosen, Farnen, Bliitenpflanzen; Stamm und Wurzel von 
héheren Pflanzen). 

Eine zusammenfassende Literaturiibersicht des Gebietes ist in einem 
Sammelreferat ,,Protoplasmatische Pflanzenanatomie” von Reuter (1949) 
gegeben worden. 

Fiir die Untersuchung der protoplasmatischen Differenzierung wiahrend 
der Entwicklungsphase von Organen sind aus mehrfachen Griinden die 
Blatter von Helodea-Arten bevorzugt herangezogen worden, so daf diese 
Pflanzen zellphysiologisch gut analysiert sind. Bestimmungen des osmoti- 
schen Wertes, der Permeabilitat, der Plasmolyse-Form und -Zeit, des vital- 
farberischen Verhaltens, der Resistenz usw. liefen innerhalb dieses nur 
wenig differenzierten Organs betrachtliche Unterschiede im physiologischen 
Verhalten bestimmter Zonen erkennen, so dafi es méglich wurde, fiir dieses 
Objekt Verteilungskarten der Orte physiologischer Ungleichheiten aufzu- 
stellen (Moder 1932, Meind | 1934, Drawert 1937). 
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‘An diesen Untersuchungen ist nun von verschiedener Seite aus, Kritik 
geiibt worden (Dieh1 1936, Borriss 1938, Ruge 1940). Sie richtet sich 
einmal gegen die vorgenommene Auswertung der verwendeten Methoden 
und zum anderen gegen die Brauchbarkeit des Objektes (Blatter von 
Helodea-Arten) fiir die Beurteilung entwicklungsphysiologischer Probleme. 
So kommt Ruge (1940) auf Grund von Vitalfarbungsversuchen mit einer 
gréReren Anzahl von Diachromen an Blattern von Helodea densa zu dem 
Schlu8, daB die von Strugger (1935) und Lilienstern (1955) beob- 
achteten Farbegradienten mit basischen Farbstoffen nicht protoplasmatisch 
bedingt seien. Die Ursache der zonalen Farbbarkeit sei vielmehr in dem 
unterschiedlichen Diffusionswiderstand der Membranen zu suchen. Eine im 
Bereich der Meristem- und Streckungszone vorhandene undurchlassige 
Kutikula verhindere das Ausbreiten der Farbstoffe, so daf nach Diehl 
(1936) ,,die Lésungen nicht bis zu den jiingsten Zellen dringen kénnen”. 
Die vom Mol-Volumen des Farbstoffs und seiner Lipoidléslichkeit ab- 
hangigen Diffusionseigenschaften bestimmen die Ausdehnung der gefarbten 
Zone nach ein- und zweitagiger Versuchszeit. Ruge kommt auf Grund 
seiner Ergebnisse zu der Auffassung: ,,Das Helodea-Blatt stellt ein so un- 
giinstiges zellphysiologisches Objekt dar, dali es weder méglich ist, den 
Nachweis fiir die Richtigkeit einer Theorie zu erbringen, noch eine andere 
einwandfrei zu widerlegen.* 

Die Realitat der Farbegradienten steht aber aufer Zweifel, und es mu 
mit Hilfe besserer Methoden geklart werden, ob diese Farbegradienten kuti- 
kular oder protoplasmatisch zu deuten sind. 

Es ist darum das Ziel dieser Arbeit, die Frage zu priifen, ob sich aus 
dem Verhalten intravital gefarbter Zellen aus den Wachstumszonen und der 
Dauerzone Schliisse auf den Protoplasmazustand ziehen lassen. Es wird 
dabei von den bisher bekannten Fiarbegradienten mit basischen Diachromen 
ausgegangen, wie sie von Strugger (1935) nach Farbung mit Neutralrot 
und von Lilienstern (1935) nach Farbung mit Methylenblau erstmalig 
an Helodea-Blattern beobachtet worden sind. Auferdem soll der Befund 
Collanders (1921) als Grundlage dienen, daft jugendliche, noch im Wachs- 
tum befindliche Zellen ein bevorzugtes Speicherungsvermégen fiir saure 
Diachrome zeigen. ' 

Fluorochrome sind fiir solche Untersuchungen bisher nicht verwendet 
worden. Sie besitzen aber im Gegensatz zu Diachromen eine wesentlich 
hdhere Nachweisempfindlichkeit. Die fluoreszenzmikroskopische Methode 
gestattet daher den Gebrauch sehr verdiinnter Lésungen, so daft im Rahmen 
der angewandten Methodik Schadigungen der lebenden Zellen nicht zu 
beobachten sind. Sie bietet darum die Gewahr, daft Unterschiede im physio- 
logischen Verhalten der lebenden Zellen sicherer beurteilt werden kénnen, 
als es bei Verwendung von Diachromen der Fall ist. Aus diesen Griinden 
sind in dieser Arbeit fluoreszierende organische Farbstoffe gebraucht worden. 

Im Gegensatz zum Vorgehen Ruges (1940) wurde in der Auswahl der 
Farbstoffe bewuft auf eine gréfere Zahl verzichtet, sondern Wert darauf 
gelegt, nur solche Fluorochrome zu verwenden, deren physikochemische 
Eigenschaften weitgehend bekannt sind und deren vitalfirberisches Ver- 
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halten in pflanzlichen Zellen gut analysiert ist. Die Zahl der zur Unter- 
suchung gelangenden Farbstoffe wurde daher auf ein basisches und ein 
saures Fluorochrom beschrankt. Als Typus eines basischen (kathodischen) 
Farbstoffs bot sich das Chinonderivat Akridinorange an, bei dem diese 
Voraussetzungen auf Grund der Arbeiten Struggers (1940) und 
K 6lbels (1947) erfiillt sind. Als Typus eines sauren (anodischen) Farb- 
stoffs fand das sulfosaure Naphthalsiureimid Brillantsulfoflavin FF Ver- 
wendung, das eine auferordentlichh hohe Fluoreszenzintensitaét aufweist 


(Strugger 1946) und dessen Eigenschaften durch Perner (1950) analy- 
siert worden sind. 


Il. Die Fluorochromierung junger Blittchen und die Deutung der 
beobachteten Firbegradienten 


A. Akridinorange (basisches, kathodisches Fluorochrom) 

Akridinorange (3-6-Tetramethyldiaminoacridin) ist ein feindisperser 
Farbstoff und zeichet sich gegeniiber anderen basischen Fluorochromen 
durch eine besonders hohe Einlagerungsfahigkeit im lebenden Protoplasma 
aus (Strugger 1940). In vitalfluorochromierien Zellen ruft es keine tief- 
greifenden Stérungen des Lebenszustandes hervor. 


Akridinorange 
CH 
nw ae 
Eval 
Ya 
(CH3)2N N N(CHa)2 


3,6-Tetramethyldiaminacridin 
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Seine Dissoziationskurve ist durch K 6] be] (1947) kolorimetrisch be- 
stimmt worden. Bis pH 6,5 liegt der Farbstoff in wafriger Lisung voll- 
staindig dissoziiert vor. Mit zunehmendem pH-Wert setzt eine allmahliche 
Abnahme des Dissoziationsgrades ein, der dann von pH 9,0 ab steil zu 
einem Minimalwert abfallt. Wie aus Modell- und Vitalfarbungsversuchen 
hervorgeht (Strugger 1940), sind die Kationen als farbgebender Anteil 
des Farbstoffs lipoidunléslich und werden elektroadsorptiv in den hydro- 
philen Strukturen der lebenden Zelle gespeichert. Das hervortretende 
Merkmal dissoziierter Farblésungen ist die Abhangigkeit der Fluoreszenz- 
farbe von der Konzentration (sog. Konzentrationseffekt). WaBrige Lisungen 
von Akridinorange zeigen bei starker Verdiinnung (1: 100.000) eine blau- 
stichige, graugriine Fluoreszenz. Mit Zunahme der Konzentration tritt dann 
cine griine, gelbgriine, orange und schlieflich eine kupferrote Fluoreszenz 
auf. Diese Abhiangigkeit der Fluoreszenzfarbe von der Konzentration ist 
durch die wedchselseitige Stérung der fluoreszenzfahigen Ionen bei zu- 
nehmender Konzentration zu erklaren. Es werden dann vor allem die kurz- 
welligeren Banden in Griin und Gelb geléscht, waihrend die langwelligen 
roten Banden erhalten bleiben (K 6] bel 1947). Als Molekiil ist Akridin- 
orange dagegen lipoidléslich. Molekulare Lésungen zeigen keinen Konzen- 
trationseffekt. 
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1. Die Fluorochromierung ganzer Sprofenden bei kurzer Firbezeit 
(Grundversudh). 

Versuch: 2 bis 4cem lange Sprofenden von Helodea densa wurden in 
einer gepufferten Liésung von Akridinorange (1 : 10.000, pH 7,2) 15 Minuten 
lang eingefarbt. Anschliefiend wurde der Sprof in einer Pufferlésung glei- 
chen pH-Wertes (Phosphatpuffer */,,, mol) 2 Minuten lang ausgewaschen. Die 


Abb. 1. Nach dem Alter geordnete Blattchen aus einer Sprofknospe von Helodea 
densa mit eingezeichneter Differenzierung in Meristemzone (schwarz), Streckungs- 
zone (punktiert) und Dauerzone (weif). 











Blattchen wurden abpriapariert und dem Alter entsprechend geordnet. Zur 
fluoreszenzmikroskopischen Analyse gelangte je ein Blatt eines Wirtels, so 
da® alle Entwicklungsstadien vom jiingsten bis zum ausgewachsenen Blatt 
beurteilt werden konnten (Abb. 1). 





Abb. 2. Nach dem Alter geordnete Blattchen aus einer Sprofknospe von Helodea 
densa. Die mit Akridinorange fluorochromierte Dauerzone ist schwarz ausgezeichnet. 


Ergebnis: Die jiingsten embryonalen Blattorgane einer Sprofknospe 
sind véllig ungefarbt geblieben. Alle anderen Blattchen zeigen eine apikale 
fluorochromierte Zone, die um so gréfer wird, je alter das betreffende Blatt 
ist. Die bereits ausgewachsenen Blatter einer Sprofknospe sind schlieflich 
mit Ausnahme einiger basaler Zellreihen vollstandig fluorochromiert. Die 
Mittelrippe lat in dem Bereich des jeweils fluorochromierten Blattfeldes 
nur im apikalen Teil eine schwachere Fluoreszenz erkennen (Abb. 2). 

Die weitere mikroskopische Analyse ergibt, daf nur solche Zellen der 
Blattfelder fluorochromiert worden sind, die zytologisch den Charakter 
typischer Dauerzellen aufweisen. Der fluorochromierte Bereich eines jeden 
Blattes ist demnach mit seiner Dauerzone identisch (vgl. Abb. 1 und Abb. 2). 
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Betrachten wir die Farbstoffverteilung in den Dauerzellen, so ergibt sich 
das gewohnte Bild einer Akridinorange-Farbung (Strugger 1940). Die 
Membranen zeigen eine griinliche Fluoreszenz, die auf eine Imbibition der 
Membransysteme schliefen aft. Das Zytoplasma fluoresziert diffus griin. 
In den Kernen kann eine griingelbe Fluoreszenz stairkerer Intensitit beob- 
achtet werden. Die Zellsaftraume zeichnen sich durch eine leuchtend kupfer- 
rote diffuse Fluoreszenz hoher Intensitat aus. 

In der Streckungszone sind nur die Membranen der an die Dauerzone an- 
grenzenden Zellen schwach griin fluorochromiert. Alle iibrigen Zellen aus 
‘der Streckungs- und Meristemzone sind ungefarbt. 

Besprechung: Die von Strugger (1935) und Lilienstern (1955) 
nach Fiarbung mit den kathodischen Diachromen Neutralrot und Methylen- 
blau mitgeteilten Befunde kénnen fiir das gleichfalls kathodische Fluoro- 
chrom Akridinorange vollauf bestatigt werden. Die beiden Autoren fiihren 
das Phinomen der elektiven Farbbarkeit der Dauerzone mit basischen Farb- 
stoffen auf Unterschiede im physiologischen Verhalten wachsender und 
nicht mehr im Wachstum befindlicher Zellen zuriick. Die zonale Farbbarkeit 
der Dauerzone von Helodea-Blattern ist danach ein entwicklungsphysiolo- 
gisches Problem. 

Von Ruge (1940) wird dagegen die Auffassung vertreten, daft diese 
Farbegradienten und die Nichtanfarbung der basalen Teile eines Blattes neben 
anderen Ursachen vom Diffusionsvermégen eines Farbstoffes abhangen soll. 
Dieses wird vor allem durch das Mol-Volumen und die Lipoidléslichkeit des 
Farbstoffes bestimmt. Sollte die Ansicht Ruges richtig sein, so diirfte die 
Ausdehnung der gefarbten Zone bei langerer Versuchszeit nicht konstant 
bleiben. Da Akridinorange als feindisperser und lipoidléslicher Farbstoff 
im Gewebe eines Blattes leicht diffundieren kann, miiBten weitere Teile des 
Blattes fluorochromiert werden. 


2. Die Fluorochromierung ganzer Sprofenden bei langer Farbezeit 


Versuch: Bei gleicher Versuchsanordnung wie im Grundversuch wur- 
den Sprofenden der gleichen Kultur fiir 6, 12 und 24 Stunden mit Akridin- 
orange eingefarbt. 

Ergebnis: Auch nach langer Versuchszeit konnten fluoreszenzoptisch 
die gleichen Farbegradienten festgestellt werden wie im kurzfristigen 
Grundversuch. Nur die Dauerzone ist fluorochromiert worden, nicht dagegen 
die Wachstumszonen. Die Mittelrippe ist wiederum schwicher gefirbt als 
die benachbarten Blattfelder im Bereich der Dauerzone. Auf Grund einer 
weiteren Aufnahme von Akridinorange zeigen die Dauerzellen eine héhere 
lluoreszenzintensitat als bei Kurzfarbung, ohne daf sich qualitative Unter- 
schiede in der Verteilung des Fluorochroms ergeben. 

Die Analyse der Farbstoffverteilung in den Wachstumszonen zeigt, daft 
im Gegensatz zur Kurzfarbung nun auch die Membranen in der gesamten 
Streckungszone (nach 6 Stunden) griin fluoreszieren. Nach 12stiindigem Ver- 
such sind auch die Membranen der Meristemzone imbibiert und nach 
24 Stunden kann Akridinorange selbst in den Membranen des freipripa- 
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rierten Vegetationskegels fluoreszenzoptisch nachgewiesen werderi. Eine 
Speicherung durch den Zellinhalt, wie sie fiir die Dauerzone charakteristisch 
ist, konnte dagegen nicht festgestellt werden. 

In den Blattfeldern aller Zonen fallen aber vereinzelte Zellen auf, die 
anders fluorochromiert sind. Sie fluoreszieren gleichbleibend gelbgriin oder 
orange. Es handelt sich um die Schleim-Idioblasten, die im weiteren Verlauf 
dieser Arbeit im Zusammenhang mit anderen Fragen besonders analysiert 
werden miissen. 

Besprechung: Die im Grundversuch beobachieten, durch eine elektive 
Speicherung im Inneren der Dauerzellen bedingten Farbegradienten bleiben 
auch nach 12- und 24stiindiger Versuchszeit unverandert erhalten. Die Zellen 
der Wachstumszonen sind auch nach langer Versuchszeit nicht dazu befahigt, 
einen feindispersen kathodischen Farbstoff, der auferdem lipoidléslich ist, 
im Zellinhalt zu speichern. Demnach kénnen die Diffusionseigenschaften 
dieses Fluorochroms fiir das Ausbleiben der Farbung im Bereich der Wachs- 
tumszonen nicht verantwortlich gemacht werden, denn Akridinorange stand 
nach langer Farbezeit allen Zellen des Blattes zur Verfiigung. Es miissen 
vielmehr die unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der wachsen- 
den Zellen zur Erklarung herangezogen werden. 

Um nihere Angaben iiber die Natur dieser protoplasmatisch bedingten 
Farbegradienten machen zu kénnen, erscheint es notwendig, die Abhangig- 
keit der im Grundversuch beobachteten Zellinhaltsspeicherung vom pH-Wert 
des Aufenmediums zu untersuchen. Strugger (1933) hat nach Farbungs- 
versuchen mit Neutralrot auf eine unterschiedliche Permeabilitat junger und 
alter Zellen geschlossen. Nach Lilienstern (1935) fiihrt das verschieden 
grofe Reduktionsvermégen ausgewachsener und wachsender Zellen zu einer 
zonalen Anfarbung. Das leicht reduzierbare Methylenblau wird in den 
Wachstumszonen in die Leukoform (Leuko-Methylenblau) iiberfiihrt. 


3. Die Abhéngigkeit der Zellinhaltsspeicherung vom pH-Wert des Aufen- 
mediums 


Versuch: Das Einfarben der Sprofenden erfolgte wie im Grund- 
versuch. Es wurde eine Reihe von gepufferten Farblésungen angesetzt, 
deren pH-Wert zwischen pH 3,4 und pH 8,6 gesetzmafig variierte. Nach 
Strugger (1935, vgl. Praktikum 1949) wurden Phosphatpuffer (7/,,, mol) 
verwendet. Der pH-Wert der Farb- und Pufferlésungen wurde elektro- 
metrisch bestimmt. Farbezeit 15 Minuten, 12 Stunden. 

Ergebnis (Tab. 1): In Abhangigkeit vom pH-Wert des Aufenmediums 
wird Akridinorange nur aus schwach sauren und alkalischen Liésungen auf- 
genommen und im Bereich der Dauerzone vom Zellinhalt (Zytoplasma, 
Kern, Vakuole) gespeichert. Das Zytoplasma chlorophyllfiihrender Dauer- 
zellen zeigt oberhalb von pH 6,7 eine schwach griine diffuse Fluoreszenz. 
Der Zellkern ist oberhalb von pH 6,2 etwas starker griin bis griingelb 
fluorochromiert. Die Zellsaftriume weisen oberhalb von pH 7,0 eine diffuse 
kupferrote Fluoreszenz hoher Intensitat auf. Unterhalb der angegebenen 
pH-Werte zeigen die Dauerzellen in den starker sauren Lisungen keine 
Aufnahme und Speicherung von Akridinorange durch den Zellinhalt. 
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In den Zellmembranen ist bei sauren Farblisungen bis zu pH 6,7 eine 
leuchtend kupferrote Fluoreszenz zu beobachten. Oberhalb dieses Wertes 
zeigen die Membranen in den neutralen und alkalischen Lisungen eine 
schwache griinliche Fluoreszenz. Bei Kurzfarbung sind die Membranen nur 
in der Dauerzone fluorochromiert, bei Langfarbung dagegen auch in der 
Streckungs- und Meristemzone. 

Tab. 1. 
Fiuorochromierung mit Akridinorange (1: 10.000; in gepufferter Liésung). 
Versuchsobjekt: 4cem langer Spro8 von Helodea densa, im ganzen gefiirbt, Unter- 
suchung an abgetrennten Blattchen. 


Fiarbezeit: 12 Stunden, anschieBend 10 Minuten ausgewaschen. 











H-Farbl. | ae 
a Membran ‘Plasma Kern Vakuole Schleimidiob. 
pH-Pufferlsg. 
3,40 ae perm Se eaete 
3,52 kupferrot vs me orange, gelb 
4,35 +++ Ls +++ 
4,50 kupferrot orange, gelb 
5,65 +++ tf +++ 
5,54 kupferrot ee orange, gelb 
6,20 +++ ey - ia +++ 
6,15 kupferrot griin orange, gelb 
6,72 ie = a eae ae 
6,68 kupferrot griin griin orange, gelb 
7,16 + ++ + + +++ +++ 
7,20 griinlich griin griingelb kupferrot orange, gelb 
7,84 + ++ ++ +++ +++ 
7,90 griinlich griin griingelb kupferrot orange, gelb 
8,54 = hs 3 a is ot ee ee 
8,68 griinlich griin griingelb kupferrot orange, gelb 
Speicherung| Meristem-, | nur in der Dauerzone fluorochromiert, | Meristem-, 
in den einzel-] Streckungs- | Streckungs-, und, Meristemzone sind | Streckungs- 
nen Zonen | Dauerzone ungefirbt Dauerzone 








Besprechung: Die im Grundversuch und nach Langfarbung beob- 
achteten Firbegradienien sind durch eine pH-abhangige Speicherung von 
Akridinorange im Zellinhalt der chlorophylifiihrenden Dauerzellen bedingt. 
Die protoplasmatische Natur dieser Gradienten diirfte damit sichergestellt 
sein. 

Die Dauerzellen des Heiodea-Blattes zeigen das gleiche Speicherungs- 
verhalten und die gleiche pH-Abhingigkeit der Fluorochromierung vom 
pH-Wert des Aufenmediums wie Allium-Epidermiszellen ruhender Kiichen- 
zwiebeln (Strugger 1940). Die Zellsaftraume der assimilierenden Dauer- 
zellen sind stets kupferrot fluorochromiert, das Zytoplama diffus griin, so- 
fern die Voraussetzung erfiillt ist, dai der Farbstoff allen Zellen in aus- 
reichender Konzentration zur Verfiigung steht. Abgetétete Zellen zeigen 
immer eine kupferrote Fluoreszenz des Zytoplasmas und der Kerne. Nach 
der Theorie der Akridinorange-Fluorochromierung (Strugger 1940, Kél- 
bel 1947) handelt es sich hier um eine elektroadsorptive Bindung von Farb- 
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kationen in den hydrophilen Strukturen der lebenden Zelle, denn-die Spei- 
cherung ist streng pH-abhingig und unterliegt dem ,,Konzentrationseffekt”, 
den in vitro nur dissoziierte Farblésungen aufweisen. Die elektive Auf- 
nahme und Speicherung der Farbkationen von Akridinorange durch aus- 
differenzierte Dauerzellen muf also auf eine elektronegative Aufladung der 
fiir eine Speicherung in Frage kommenden Biokolloide des Zytoplasmas, der 
Kerne und des Zellsaftes beruhen. 

Die Nichtanfarbung der Streckungs- und Meristemzone diirfte darin be- 
griindet sein, dafi die wachsenden Zellen sich in einem physiologischen Zu- 
stand befinden, der eine Elektroadsorption von Farbkationen nicht zulaft. 

Permeabilitatsunterschiede zwischen jungen und ausgewachsenen Blatt- 
zellen (Strugger 1935) kénnen fiir das Zustandekommen der zonalen Farb- 
barkeit nicht in Betracht kommen, da eine Anderung in der Verteilung des 
Fluorochroms nach 6, 12 und 24 Stunden nicht beobachtet werden kann. 

Auch das von Lilienstern (1935) festgestellte stairkere Reduktions- 
vermégen wachsender Zellen hat fiir die Nichtanfarbung der Streckungs- 
und Meristemzone keine Bedeutung, da Akridinorange in vitro nur schwer 
reduzierbar ist. . 

Aufer diesen durch Zellinhaltsspeicherung bedingten Gradienten kann 
in diesem Versuch noch eine zonale Speicherung in den Membranen beob- 
achtet werden, die aber eindeutig von auBeren Bedingungen abhiangig ist. 
Nach Kurzfarbung ist nur die Dauerzone fluorochromiert, nach Langfarbung 
zeigt auch die Streckungs- und Meristemzone die gleiche Membranfluores- 
zenz. 

Die in sauren Farblésungen auftretende kupferrote Fluorochromierung 
der Membranen ist durch eine elektroadsorptive Bindung von Farbkationen 
an das negativ aufgeladene Zellulosegeriist der Membranen zu erklaren. 
Eine Abhangigkeit der Membranspeicherung vom Entwicklungszustand der 
Zellen kann dagegen im Gegensatz zu dem Speicherungsverhalten des Zell- 
inhalts nicht festgestellt werden. 

Die in alkalischen Farblésungen auftretende schwach griinliche Mem- 
branfluoreszenz ist auf eine Imbibition der submikroskopischen Kapillar- 
systeme in den Membranen zuriickzufiihren, die auf Grund der hohen Nach- 
weisempfindlichkeit des Akridinorange optisch nachweisbar ist (vgl. Strug- 
ger 1939). 

Die protoplasmatische Natur der Farbegradienten ist von verschiedenen 
Autoren angezweifelt worden. Dieh| (1936) nimmt an, daft eine im Bereich 
der Streckungs- und Meristemzone vorhandene undurdhlassige Kutikula eine 
fehlende Membranpermeabilitat bedinge. Die Nichtanfarbung der Wachs- 
tumszonen soll danach kutikular bedingt sein. Auch Ruge (1940) kommt 
nach vitalfarberischen Untersuchungen mit 71 sauren, basischen und neu- 
tralen Farbsto ffen, die sich weiterhin in ihrem Mol-Volumen, in der Lipoid- 
léslichkeit und anderen Eigenschaften unterscheiden, zu ahnlichen Schliis- 
sen: ,,Alle untersuchten Substanzen dringen allein von der Blattspitze und 
vom Blattgrund (Anm. d. Verf.: bei abgeschnittenen Einzelblattern) wie 
durch Wundstellen in das Blatt ein. Wieweit sie hier im Laufe von drei 
Tagen vorzudringen vermégen, hangt vor allem vom Mol-Volumen und ihrer 
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Lipoidlislichkeit ab.“ — In einer weiteren Versuchsreihe ist darum gepriift 
worden, ob die mangelnde Membranpermeabilitaét in der Streckungs- und 
Meristemzone und die dadurch bedingte einseitige Diffusion von der Dauer- 
zone aus fiir das Zustandekommen der Farbegradienten von Einfluf ist. 


4. Die Beobachtung des Fiirbeverlaufs 


Versuch: Wie im Grundversuch sind Sprofenden der gleichen Kultur 
in ein Akridinorange-Farbbad (1 : 10.000, pH 7,2 und pH 4,6) iibertragen 
worden. Im Verlauf eines 12stiindigen Versuches ist nach 2 Minuten, 5 Mi- 
nuten, und in weiterem Abstand von je 10 Minuten ein Blatt abprapariert 
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht worden. 


Ergebnis: Bereits nach 2 Minuten kann an unverletzten Blattern im 
Bereich der Dauerzone eine schwach griinliche Membranfluoreszenz beob- 
achtet werden. Nach 5 Minuten beginnt in der nunmehr vollstandig imbi- 
bierten Dauerzone die Speicherung durch den Zellinhalt. Das Zytoplasma, 
die Kerne und die Vakuolen sind griin fluorochromiert. Die Dauerzellen 
zeigen also noch nicht das typische Bild der Fluorochromierung. Nach 15 Mi- 
nuten schreitet die Diffusion des Fluorochroms von der Dauerzone aus basal 
weiter fort. Die Dauerzellen sind zu diesem Zeitpunkt bereits typisch 
fluorochromiert. Nach 60 bis 120 Minuten zeigen alle Membranen der 
Streckungszone eine griinliche Fluoreszenz, und nach 6 bis 12 Stunden ist 
die Diffusion so weit fortgeschritten, daf{ Akridinorange auch in allen Mem- 
branen der Meristemzone fluoreszenzoptisch nachweisbar ist. Das Bild der 
Fluorochromierung in der Dauerzone hat sich qualitativ nicht mehr ver- 
andert. 

Nach der vollstandigen Imbibition der Membranen eines Blattchens 
sind aufer den Dauerzellen nur die Schleim-Idioblasten im gesamten Blatt 
zu einer Speicherung durch den Zellinhalt befahigt. Die Fluorochromierung 
der Schleim-Idioblasten unterscheidet sich aber qualitativ von dem Speiche- 
rungsverhalten der chlorophyllfiihrenden Zellen. Sie ist fiir die Ausbildung 
der Gradienten ohne Bedeutung. 


Ist die Membran im Bereich der Streckungs- und Meristemzone irgend- 
wie verletzt, so diffundiert Akridinorange von der Verletzungsstelle aus in 
das Blatt ein. Zu einer Speicherung sind aber nur die nekrotischen und 
benachbarten traumatisch gereizten Zellen befahigt, die ungeschadigten 
dagegen nicht. Je nach dem Grad der Schadigung sind dann diese Zellen 
in den Kernen und im Zytoplasma gelbrot bis kupferrot fluorochromiert. 
Den gleichen Farbungsmodus zeigen auch traumatisch geschadigte Allium- 
Epidermiszellen (Strugger 1940). 


Besprechung: Durch diese Versuchsreihe werden die Beobachtungen 
von Diehl (1936) und Ruge (1940) bestatigt, da Farbstoffe nur von der 
Dauerzone aus in das unverletzte Blatt einzudringen vermégen. Auf Grund 
der lokalisierten Permeation von der Blattspitze aus und der einseitigen 
in basaler Richtung verlaufenden Diffusion bilden sich in den Membranen 
von der Versuchszeit abhingige Diffusionszonen aus, die ,,Gradienten* 
vortiuschen kénnten. Die Diffusion der Farbstoffe erfolgt als Imbibition 
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nur in den Kapillarsystemen der Membran (vgl. Strugger 1939). Bei dem 
hier untersuchten Akridinorange wird diese Imbibition als griinlicie Mem- 
branfluoreszenz optisch nachweisbar. Bei Diachromen wird sie sich der Be- 
obachtung entziehen, da die zum optischen Nachweis eines Diachroms er- 
forderliche hohe Konzentration (1: 1000) nicht erreicht wird. 

Sind durch die Versuchsbedingungen die physikochemischen Voraus- 
setzungen fiir eine elektroadsorptive Bindung von Farbkationen an das 
Zellulosegeriist der Membranen gegeben, so kann im Falle des hier ver- 
wendeten Akridinorange in sauren Lésungen eine kupferrote Membran- 
fluoreszenz beobachtet werden. Sie setzt die Imbibition der Membranen 
voraus und ist im Gegensatz zu der Inhaltsspeicherung durch die Dauer- 
zellen vom Entwicklungszustand der Zellen unabhangig. 


Die Gré8e der tingierten Zone in den Membranen eines Helodea-Blattes 
ist allein von der Dauer des Versuches und von den Diffusionseigenschaften 
des betreffenden Farbstoffes abhangig. Die durch eine Zellinhaltsspeiche- 
rung bedingten Fiarbegradienten, wie sie von Strugger (1935), Lilien- 
stern (1935) und in dieser Arbeit beobachtet worden sind, haben aber eine 
grundsatzlich andere Natur als die zonale Membranfarbung. 

Um die Speicherungsqualititen aller Zellen eines Helodea-Blattes beur- 
teilen zu kénnen, muff naturgemaf die Voraussetzung erfiillt sein, daf der 
Farbstoff aus den Membranen heraus allen Zellen des Organs in aus- 
reichender Konzentration zur Verfiigung steht. Dies trifft fiir Akridin- 
orange nach 6 bis 12 Stunden zu. Grobdisperse Farbstoffe werden ent- 
sprechend ihren Diffusionseigenschaften langsamer diffundieren oder kén- 
nen tiberhaupt nicht in das Blatt eindringen, sofern ihre Teilchen gréfer 
sind als die in der Membran anzunehmenden Poren. Ob es dann sekundir 
zu einer Speicherung durch den Zellinhalt kommt, hangt von den physio- 
logischen Eigenschaften der lebenden Zellen ab, von dem Farbungscharakter 
des betreffenden Farbstoffes und von der Eigenart der Versuchsanstellung. 

Zur Beurteilung der unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften 
der Zellen eines wachsenden Helodea-Blattes waren die von Ruge (1940) 
durchgefiihrten Versuche nicht geeignet. Aus den Versuchsprotokollen ist 
es nicht ersichtlich, ob es sich bei der ,,Aufnahme~ um eine Imbibition, um 
eine elektroadsorptive Bindung der Farbstoffe an die Membranen oder um 
eine Aufnahme und Speicherung der Farbstoffe durch Strukturen der 
lebenden Protoplasten handelt. Auch gegen den von Ruge durechgefiihrien 
Vergleich von Farbeergebnissen mit Diachromen verschiedenster Reaktion, 
die einheitlich in aqua dest. gelést waren, miissen von zellphysiologischer 
Seite aus Bedenken erhoben werden, nachdem die Abhangigkeit des vitalen 
Farbeeffektes von dem pH-Wert des Aufenmediums durch Strugger 
(1935) und andere Autoren sichergestellt worden ist. Entsprechend seinen 
chemischen und physikalischen Eigenschaften reagiert ein bestimmter Farb- 
stoff in der gleichen Zelle anders als ein zweiter mit abweichenden Eigen- 
schaften. Modellversuche liegen in der Arbeit Ruges vor, sind aber nicht 
zur Modifizierung der Vitalfarbungsexperimente herangezogen worden. 
Ruge gibt an, daft die Zellen seiner Versuchspflanzen nur noch am ersten 
Tage plasmolysierbar sind. Nach zwei und drei Tagen dauernder Farbezeit 
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mui aber bei der verwendeten Methode mit nekrotischen Strukturande- 
rungen der lebenden Substanz und nach dem schlieflich erfolgenden Ab- 
sterben der Zellen mit vollig anderen Speicherungsverhaltnissen gerechnet 
werden als am ersten Tage. Durch den Absterbevorgang, der noch dazu bei 
jedem der 71 verwendeten Farbstoffe anders verlaufen kann, treten un- 
kontrollierbare Faktoren auf, so dafi ein Vergleich der Ergebnisse des ersten 
und dritten Tages zu Fehlschliissen fiihren muff. Um die physiologischen 
Eigenschaften der Zellen eines Gewebes beurteilen zu kénnen, mufi vorher 
die Frage gepriift werden, ob der untersuchte Farbstoff tatsiachlich allen 
Zellen zur Verfiigung gestanden hat. Angaben dariiber sind durch Ruge 
nicht gemacht worden. 

In dieser Arbeit ist das Farbungsverhalten eines gut untersuchten katho- 
dischen Fluorochroms analysiert worden. Die auf eine elektive Inhalts- 
speicherung durch die chlorophylifiihrenden Dauerzellen beruhenden 
Farbegradienten sind auf den entwicklungsphysiologisch bedingten Proto- 
plasmazustand der Dauerzellen zuriickzufiihren. Er ist durch eine elektro- 
negative Aufladung der Biokolloide des Zytoplasmas und des Zellsaftes 
charakterisiert. 

Im Gegensatz dazu sind die Firbegradienten in den Membranen durch 
die einseitige Diffusion von der allein permeablen Dauerzone aus und die 
Diffusionseigenschaften der betreffenden Farbstoffe bedingt. Beziehungen 
zu der entwicklungsphysiologischen Differenzierung der Zellen eines He- 
lodea-Blattes kiénnen nicht nachgewiesen werden. 

Die Fluorochromierung der Schleim-Idioblasten mit Akridinorange, die 
im Verlauf der Untersuchungen mehrfach beobachtet werden konnte, ist fiir 
das Zustandekommen der Farbegradienten ohne Bedeutung. Wie die wei- 
tere Analyse zeigte, kann das Speicherungsverhalten der Schleim-Idioblasten 
als weiterer Beleg fiir die hier vertretene Ansicht herangezogen werden. 


5. Fluorochromierung der Schleim-Idioblasten und ihre Analyse 


In den Blattfeldern der Streckungs- und Dauerzone eines Blattes von 
Helodea densa kénnen vereinzelte Zellen beobachtet werden, die keine 
Plastiden fiihren. Es handelt sich um die ,.Schleim-Idioblasten“. Am un- 
behandelien Blatt kénnen sie fluoreszenzoptisch durch ihre leuchtend hell- 
blaue Primirfluoreszenz leicht von den blutrot fluoreszierenden Zellen mit 
Chloroplasten unterschieden werden. Sie geben eindeutig Gerbstoffreak- 
tionen. Uber ihre physiologische Bedeutung ist nichts bekannt. 


Versuch: Sprofenden von Helodea densa wurden in eine Reihe von 
gepufferten Farblésungen iibertragen und nach 15 Minuten und nach 
12 Stunden fluoreszenzmikroskopisch untersucht (vgl. Abschnitt 3). Ein 
weiterer Sprof& wurde in gleicher Weise behandelt, wie in Abschnitt 4 
beschrieben worden ist. 


Ergebnis: Unabhaingig vom pH-Wert des Aufenmediums zeigen die 
Schleim-Idioblasten vom Beginn ihrer zytologischen Differenzierung ab eine 
leuchtend griingelbe bis orange Fluoreszenz der Zellsaftraiume, des Zyto- 
plasmas und der Kerne. 
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Bei Fiarbezeiten verschiedener Dauer ergab sich, daf} alle in der Imbi- 
bitionszone liegenden Schleim-Idioblasten von dem Augenblick ab, wo 
Akridinorange in die umliegenden Zellmembranen eindiffundiert, sofort 
cinen Umschlag ihrer Fluoreszenzfarbe von Hellblau nach Gelbgriin auf- 
weisen. Abhangig von der Diffusion sind die Schleim-Idioblasten in der 
Dauerzone nach 5 Minuten fluorochromiert, in der Streckungszone nach 
6 Stunden und in der Meristemzone nach 12 Stunden, sofern dort bereits 
differenzierte Schleimzellen an ihrer Primirfluoreszenz erkennbar waren. 


Nach dem Abtiten zeigen sie nicht die kupferrote Fluoreszenz der 
chlorophyllfiihrenden Zellen, sondern behalten ihre orange Fluoreszenz bei. 

Besprechung: Aus der vélligen pH-Unabhangigkeit der Aufnahme 
und der abweichenden Fluoreszenz nach der Speicherung, die auch nach 
dem Abtéten beibehalten wird, ist zu schlieBen, daB hier ein anderer 
Speicherungsmechanismus vorliegt als in den chlorophylifiihrenden Dauer- 
zellen. Es ist aus der Literatur seit langem bekannt, daft gerbstoffhaltige 
Zellen eine besonders hohe Speicherungsfahigkeit fiir basische Farbstoffe 
besitzen (Pfeffer 1886). Die in den Schleim-Idioblasten nachgewiesenen 
Gerbstoffe bestimmen den Fiarbungscharakter dieser Zellen. Gerbstoffe 
gehen mit Akridinorange eine irreversible chemische Bindung im Sinne 
einer ,,Farblackbildung™ ein (vgl. Strugger 1936). Eine derartige Speiche- 
rung ist vom pH-Wert des Aufenmediums unabhangig, was durch die 
Versuche bestiatigt wird. Dafiir spricht auch die Beobachtung, daf die 
Schleim-Idioblasten nach dem Abtéten ihre orange Fluoreszenz beibehalten 
und nicht kupferrot fluoreszieren wie die chlorophylifiihrenden Zellen des 
Helodea-Blattes. Ein Konzentrationseffekt kann also nicht beobachtet wer- 
den. Die auf eine chemische Bindung zuriickgefiihrte Inhaltsspeicherung 
durch die Schleim-Idioblasten ist vom jeweiligen Entwicklungszustand un- 
abhingig, wahrend die Adsorptionsbindung der Farbkationen in den 
Dauerzellen einen entwicklungsphysiologisch bedingten Ladungszustand der 
Zellen anzeigt. Die abweichende Fluorochromierung der Schleim-Idioblasten 
mu also auf die besonderen Inhaltsstoffe dieser Zellen zuriickgefiihrt 
werden. 


6. Nachweis der Membranimpermeabilitit in der Streckungs- und Meristem- 
zone 


Die Undurchlassigkeit der Kutikula im Bereich der Wachstumszonen 
ergab sich bereits mit grofer Wahrscheinlichkeit aus den bisher durch- 
gefiihrten Versuchen bei langerer Farbezeit. Die Analyse des Speicherungs- 
verhaltens der Schleim-Idioblasten erleichterte in den weiteren Versuchen 
die Beobachtung der Diffusion von Akridinorange in den Membranen, da 
der Fluoreszenzumschlag von Hellblau nach Gelb bei Aufnahme von 
Akridinorange durch die Schleim-Idioblasten auferordentlich empfindlich ist. 

Versuch: 1. Ein Helodea-Blatt wurde in konzentrierte Schwefelsiure 
iibertragen und nach 24 Stunden mikroskopisch untersucht. 

2. Helodea-Blatter aus ein und demselben Blattquirl wurden sorgfaltig 
abgetrocknet und auf einem Objekttrager mit Vaseline so abgedeckt, daft 
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a) die Dauerzone, 

b) die Streckungs- und Meristemzone frei blieb. 

Diesen Stellen wurde ein Tropfen einer Akridinorange-Lisung (1 : 10 000, 
pH 7.2) geboten. Die anderen Blatteile wurden mit Paraffindl bedeckt. 
Der Blattgrund ist vorher ebenfalls mit Vaseline abgedichtet worden. Die 
Blatter wurden in Abstanden von 15 Minuten bis zur Gesamtzeit von 
12 Stunden fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 

3. Blatter mittleren Alters aus ein und demselben Blattquirl wurden 
mittels feiner Mikronadeln aus Glas, die in die Klemmen eines Zeif’schen 
Gleitmikromanipulators eingespannt waren, im Bereich der Streckungs- 
und Meristemzone vorsichtig geritzt. Nach kurzfristiger Einfarbung mit 
Akridinorange (1: 10000, pH 7,2) wurden die Blattchen fluoreszenzmikro- 
skopisch untersucht. 

Ergebnis: Zu 1. Nach 24 Stunden war das gesamte Blatt aufgelést 
worden, nur die Kutikula ist als feines Hautchen erhalten geblieben. Sie 
ist sehr zart und umgibt das gesamte Blatt wie ein Handschuhfinger. 

Zu 2. Wurde Akridinorange der Dauerzone geboten, erfolgt von dort 
aus die Imbibition aller Membranen wie im vollig unbehandelten Blatt. 
Stand Akridinorange dagegen nur der Streckungszone zur Verfiigung, so 
konnte nach 6 und nach 12 Stunden weder eine Imbibition der Membranen 
noch eine Speicherung in den Schleim-Idioblasten beobachtet werden. Vor- 
aussetzung war, daf das Blatt an diesen Stellen unverletzt ist. 

Zu 3. Nach der experimeniellen Verletzung der Kutikula an einer de- 
finierten Stelle konnte im Versuch bereits nach 5 Minuten beobachtet wer- 
den, daf Akridinorange von der Verletzungsstelle aus die Membranen der 
umliegenden Zellen imbibiert hatte. Nach 10 und 20 Minuten war die Dif- 
fusionszone entsprechend gréfer geworden. Alle in dieser Zone liegenden 
Schleim-Idioblasten fluoreszierten gelbgriin. Ferner zeigten die Blattfeld- 
zellen in der engeren Umgebung der Verletzungsstelle die gelbrote Fluo- 
reszenz traumatisch gereizter Zellen. Alle ungeschadigten Zellen der Blatt- 
felder, die noch im Bereich der Diffusionszone lagen, blieben dagegen vollig 
ungefarbt. 

Besprechung: Das Vorhandensein einer Kutikula konnte vollauf be- 
statigt werden (Ruge 1940). Permeabel ist sie aber nur im Bereich der 
Dauerzone, denn das Blatt des entsprechenden Versuches war in gleicher 
Weise fluorochromiert wie die Kontroile. Die Membranen in den Wachs- 
tumszonen sind dagegen selbst fiir das feindisperse Akridinorange vollig 
impermeabel. Nach lokaler Verletzung in diesem Bereich dringt Akridin- 
orange in das Gewebe ein und breitet sich dort normal aus. Sekundiir 
kommi es dann zu einer Speicherung im Zellinneren durch alle diejenigen 
Zellen, die physiologisch zu einer Speicherung befahigt sind. Es sind dies 
nur die traumatisch gereizten Zellen und die Schleim-Idioblasten. 

Diese Versuche sind als letzter Beweis zu werten, daf die fehlende 
Membranpermeabilitét in den Wachstumszonen und die Diffusionseigen- 
schaften der Farbstoffe fiir die zonale Farbung der Dauerzone ohne Be- 
deutung sind, sofern in der Versuchsanstellung die anatomischen Besonder-- 
heiten des wachsenden Helodea-Blattes beriicksichtigt worden sind. 
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B. Brillantsulfoflavin FF (saures, anodisches Fluoroehrom) 


Von sulfosauren Farbstoffen ist bisher bekannt gewesen, dal} sie in den 
meisten Fallen durch lebende Pflanzenzellen nicht aufgenommen und ge- 
speichert werden (Collander 1921, 1942). Es konnte in neuester Zeit der 
Nachweis erbracht werden (Perner 1950), daf sulfosaure Fluorochrome 
optisch nachweisbar nur als Molekiile in die Pflanzenzelle permeieren kén- 
nen. Eine intravitale Aufnahme kann somit nur dann beobachtet werden, 
wenn der verwendete sulfosaure Farbstoff im mittleren vitalen pH-Bereich 
noch weitgehend undissoziiert vorliegt. Bei den meisten bisher untersuchten 
sulfosauren Diachromen ist dies aber nicht der Fall. Sie sind fiir Vital- 
farbungsversuche ungeeignet, denn im stark sauren pH-Bereich, wo die 
physikochemischen Voraussetzungen fiir eine Aufnahme am giinstigsten 
sind, treten auf Grund der hohen Wasserstoffionenkonzentration sehr bald 
Schadigungen auf, die zum Absterben der Zelle fiihren. 


Brillantsulfoflavin FF 
CH3 


on Se 
WANA 
| SO3Na 
NH 


4-Amino-p-N-Tolyl-Naphthalin-1-8-dicarbonséureimid-3-sulfosaures Natrium 


Das Naphthalsdureimid Brillantsulfoflavin FF, ein feindisperses sulfo- 
saures Fluorochrom mit einer iiberraschend hohen Fluoreszenzintensitat, 
liegt nach kataphoretischen Untersuchungen bis zu pH 8,5 noch weitgehend 
molekular vor. Dissoziierte und molekulare Farblésungen sind auf Grund 
von Modellversuchen lipoidunléslich und zeigen keine Affinitat zu Gerb- 
stoffen und ahnlichen Inhaltsstoffen pflanzlicher Zellen. 

Durch Allium-Epidermiszellen wird Brillantsulfoflavin FF nach 
24stiindiger Versuchszeit intravital aufgenommen und in strenger Gesetz- 
mafigkeit vom pH-Wert des Aufenmediums nur im Zellsaft gespeichert 
(Perner 1950). Die Speicherung ist theoretisch durch eine elektroadsorp- 
tive Bindung sekundar dissoziierter Farbanionen an die Biokolloide des 
Zellsaftes zu erklaren, die eine positive Ladung tragen. Aus sterischen 
Griinden ist eine Speicherung in den hydrophilen Strukturen des Zyto- 
plasmas und der Kerne nicht méglich. Auf Grund seiner Eigenschaften 
ist Brillantsulfoflavin FF ein besonders giinstiger Indikator fiir die elek- 
irische Ladung der Zellsaftkolloide. 

Collander (1921) hat an verschiedenen Objekten die Beobachtung ge- 
macht, daft wachsende Zellen bevorzugt saure Farbstoffe intravital zu spei- 
chern vermégen. Auch andere Zellen mit hoher Atmungsintensitat (z. B. 
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Bliitenblitter) fiirben sich mit diesen Farbstoffen an. Es ist bisher nicht 
gelungen, diese Beobachtungstatsachen befriedigend zu deuten. Strugger 
(1938) erreichte bei jungen Helodea-Blattern eine intensive Fluorochromie- 
rung der Wachstumszonen mit dem anodischen Kaliumfluoreszein und fiihrte 
das Zustandekommen dieser Farbung auf die Ladungsverhialtnisse der wach- 
senden Zellen zuriick. Es lie sich aber nicht sicher feststellen, ob allein 
eine Bindung der Farbanionen durch Elektroadsorption vorlag. Da Kalium- 
fluoreszein nach Modellversuchen leicht lipoidléslich ist, war auch eine 
Léslichkeitsspeicherung in lipoiden Strukturen der Zelle denkbar. 


sities 


Abb. 3. Nach dem Alter geordnete Bliattchen aus einer SproRknospe von Helodea 
densa. Die mit Brillantsulfoflavin FF fluorochromierte Streckungs- und Meristem- 
zone ist schwarz ausgezeichnet. 














Fluorochromierungsversuche mit Brillantsulfoflavin FF werden auf 
Grund der physikochemischen Eigenschaften und der hohen Nachweis- 
empfindlichkeit des Fluorochroms eine weitere Analyse wachsender Zellen 
ermoglichen. 


1. Die Fluorochromierung ganzer Sprofenden bei 24stiindiger Fiirbezeit 
(Grundversuch) 

Versuch: 2 bis 4cm lange Sprofenden von Helodea densa wurden 
in eine gepufferte Farblésung von Brillantsulfoflavin FF (1 : 10000, pH 6,2) 
iibertragen und nach 24stiindiger Farbezeit 15 Minuten lang in einer Puffer- 
lisung gleichen pH-Wertes ausgewaschen. Die abpriparierten Blattchen 
wurden dem Alter entsprechend geordnet und fluoreszenzmikroskopisch 
untersucht (Abb. 1). 

Ergebnis: Die fluoreszenzmikroskopische Analyse ergab, dal die jiing- 
sten Blattchen der Sprofknospe mit Ausnahme einiger basaler Teile voll- 
stiindig fluorochromiert waren. Mit zunehmendem Alter der Blatter konnte 
dann eine basale fluorochromierte Zone festgestellt werden, die um so kleiner 
wird, je alter das betreffende Blatt ist. Sind die Blattchen beinahe aus- 
gewachsen, so sind lediglich die basalen Zellreihen fluorochromiert. Daran 
anschlieBend zeigen die Blattfelder eine geringe Fluoreszenz und in der 
apikalen Halfte ist das Blatt ungefarbt geblieben (Abb. 3). Die Mittelrippe 
zeichnet sich jedoch auch dort durch eine leuchtende Fluoreszenz aus, wo 
die benachbarten Blattfelder keine oder nur eine geringe Fluoreszenz auf- 
weisen. Entsprechendes Verhalten konnte gelegentlich auch fiir den Blatt- 
rand und die Blattzahne festgestellt werden. 
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Der Vergleich dieser mit Brillantsulfoflavin FF erzielten Farbegradien- 
ten mit denen des kathodischen Akridinorange zeigte deutlich, daf sich 
in einem Blatt beide gefarbten Zonen gesetzmafig ausschlieBen, so daf 
man hier von ,,inversen Gradienten“ sprechen kann. 

Die weitere Analyse ergab das Resultat, daft die fluorochromierte Zone 
mit der Streckungs- und Meristemzone eines Blattes identisch ist. Auf 
Grund der Aufnahme von Brillantsulfoflavin FF fluoreszieren diejenigen 
Zellen, die zytologisch wegen der Konfiguration des Zytoplasmas und der 
konkaven Plasmolyseform nach Behandlung mit KNO, als wachsende 
Zellen bezeichnet werden kénnen. Sie haben Brillantsulfoflavin FF mit 
leuchtend gelbgriiner bis goldgelber diffuser Fluoreszenz in ihren Vakuolen 
aufgenommen und gespeichert. Gelegentlich sind im Zellsaft goldgelb fluo- 
reszierende Partikel zu beobachten, die aber bei weiterer Wasserung in 
einer Pufferlésung gleichen pH-Wertes bald wieder verschwinden. Die 
mikroskopische Untersuchung der ungefarbt gebliebenen Teile jiingster 
Blattorgane zeigte, da dort das Vakuom erst wenig differenziert war. 

Im Zytoplasma und in den Kernen konnte keine Fluoreszenz beobachtet 
werden. Die Membranen des gesamten Blattes waren griinlich fluorochro- 
miert worden. Die Schleim-Idioblasten hatten ihre hellblaue Primir- 
fluoreszenz beibehalten und waren demnach zu einer Speicherung nicht be- 
fihigt. 

Besprechung: Auf Grund einer elektiven Aufnahme und Speicherung 
des anodischen Fluorochroms Brillantsulfoflavin FF durch die Wachstums- 
zonen bilden sich in den Blattern von Helodea densa zonale Farbegradien- 
ten aus, die hiemit erstmalig festgestellt werden konnten. Die beobachtete 
Zellsaftspeicherung ist vom Entwicklungszustand der Zellen abhiangig. 
Ein Vergleich der Farbegradienten kathodischer Farbstoffe mit den hier 
festgestellten .,inversen Gradienten™ des anodischen Brillantsulfoflavins 
zeigte, dali sich beide gesetzmafig ausschliefen. 

Die elektive Inhaltsspeicherung durch wachsende Zellen muf ebenso wie 
die basischer Farbstoffe in der Dauerzone durch die protoplasmatischen 
Kigenschaften der Zellen bedingt sein. Um diesen Protoplasmazustand 
wachsender Zellen eingehender definieren zu kénnen, ist zunachst die Ab- 
hangigkeit des Speicherungsverhaltens wachsender Zellen vom pH-Wert 
des Auenmediums untersucht worden. 


2. Die Abhiangigkeit der Zellinhaltsspeicherung vom pH-Wert des Auffen- 
mediums 


Versuch: Die Sprofenden von Helodea densa wurden ebenso ein- 
gefarbt wie im Grundversuch. Die Reihe der gepufferten Farblésungen um- 
fate die pH-Werte zwischen pH 3,8 und pH 9,5. Es wurden wiederum 
Phosphatpuffer (*/,,, mol) verwendet. Der pH-Wert der Farb- und Puffer- 
lésungen wurde elektrometrisch bestimmt. 

Ergebnis: Die Zellmembranen des gesamten Blattes zeigen unabhangig 
vom pH-Wert des Aufenmediums in allen Farblésungen eine griinliche 
Fluoreszenz geringer Intensitat, die bei langem Wassern zum Verschwinden 
kommt. 
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Durch den Zellinhalt dagegen wird Brillantsulfoflavin FF in gesetz- 
maRiger Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration des Aufen- 
mediums nur im sauren pH-Bereich aufgenommen. Brillantsulfoflavin FF 
wird dann mit leuchtend gelbgriiner bis goldgelber Fluoreszenz in den Zell- 
saftriumen diffus gespeichert. Die wachsenden Zellen der Meristem- und 
Streckungszone sowie die Mittelrippenzellen haben ihr Speicherungs- 
maximum in sauren Farblésungen und zeigen noch bis zum Neutralpunkt 
eine auferordentlich hohe Fluoreszenzintensitat in den Vakuolen. Nach 
dem Uberschreiten des Neutralpunktes nimmt sie schnell ab, so daft ober- 
halb von pH 7,5 in den alkalischen Lisungen eine Speicherung nicht mehr 
nachweisbar ist. Die Dauerzellen vermégen nur bis pH 5,6 und pH 6,2 
Brillanisulfoflavin F F mit sehr geringer Fluoreszenzintensitat zu speichern. 
In allen anderen Farbliésungen bleiben sie ungefarbt. 

Das Zytoplasma und die Kerne lebender Zellen zeigen keine Fluoreszenz. 
Kine Speicherung ist dort weder in den Wachstumszonen noch in der Mittel- 
rippe nachzuweisen. 

Die fluorochromierten Blattchen bleiben am Leben und selbst nach drei 
bis vier Tagen konnte bei anschliefendem Aufenthalt in Pufferlésungen 
(pH 6,8) noch Plasmastrémung beobachtet werden. Nach Plasmolyse mit 
KNO, (1 mol) kann die gleiche Plasmolyse-Form und -Zeit festgestellt 
werden wie an ungefarbten Blattchen. 

Werden die Blattchen durch Zugabe von HCl abgetitet, so erfolgt 
schlagartig eine Speicherung im Zytoplasma und in den Kernen. Sie ist 
durch eine leuchtend gelbe Fluoreszenz gekennzeichnet. 

Die lebenden Schleim-Idioblasten zeigen in den drei Zonen eines Blattes 
keine Aufnahme und Speicherung von Brillantsulfoflavin FF. Sie behalten 
nach der Fluorochromierung des Blattes ihre hellblaue Primarfluoreszenz bei. 

Traumatisch geschidigte Zellen verhalten sich in der Aufnahme und 
Speicherung dieses Fluorochroms ebenso wie die benachbarten ungeschadig- 
ten Zellen. 

Diese Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefafit. Es ist dabei die Spei- 
cherung der beiden extremen Entwicklungszustande gegeniibergestellt. Die 
Angaben beziehen sich einerseits auf stark wachsende Zellen des Blatifeldes 
yunger Blattchen und andererseits auf ausgewachsene Blattfeldzellen alterer 
Blatter. 

Besprechung: Die ,,inversen Firbegradienten“ des anodischen Fluoro- 
chroms Brillantsulfoflavin FF sind durch eine elektive Inhaltsspeicherung 
der chlorophylifiihrenden Zellen im Bereich der Streckungs- und Meristem- 
zone bedingt. Diese Beobachtungen bestiatigen die Angaben Collanders 
(1921), da wachsende Zellen saure Farbstoffe bevorzugt zu speichern ver- 
mogen. Nach Collander (1921, 1942) zeichnen sich wachsende Zellen durch 
eine ,adenoide (driisenartige) Tatigkeit~ ihrer Protoplasten aus und ver- 
mégen danach aktiv sulfosaure Farbstoffe aufzunehmen und zu speichern. 
Diese Deutung kann aber nicht als befriedigende Erklarung des Speiche- 
rungsvermégens der wachsenden Zellen betrachtet werden. 

Die bei Helodea-Blatiern festgestellte Speicherung von Brillantsulfo- 
flavin FF verlauft qualitativ in gleicher Weise wie die bei Allium-Epider- 














Die intravitale Fluorochromierung junger Blatter 417 


miszellen beobachtete Aufnahme sulfosaurer Fluorochrome (Pyrenderivate, 
Brillantsulfoflavin FF). Ausgehend von der theoretischen Deutung des 
Speicherungsverhaltens der Allium-Epidermiszellen (Perner 1950), muf 
die in diesen Versuchen festgestellte Inhaltsspeicherung im Helodea-Blatt 


Tab. 2. Fluorochromierung mit Brillantsulfoflavin FF (1: 10.000; 
in gepufferter Lésung). 


Versuchsobjekt: 4cem langer Sprof von Helodea densa, im ganzen gefarbt, Unter- 
suchung an abgetrennten Blattchen. 








larbezeit: 24 Stunden, anschlieBend 1 Stunde ausgewaschen. 
pH-Farbisg. jugendliche Zellen _ ausgewachsene Zellen 
pH-Pufferl. | Membran | Vakuole Membran Vakuole 
3,82 ictie +++ Sm +++ 
r griinlich : s , griinlich see. 
4,16 imbibiert laubgriin, diffus imbibiert laubgriin, diffus 
420 griinlich Mths griinlich ale ac 
4,35 imbibiert | laubgriin, diffus imbibiert laubgriin, diffus 
5,65 griinlich ahh griinlich ne BAS 
5,45 imbibiert laubgriin, diffus imbibiert laubgriin, diffus 
6,20 - ee +++ . 3 x 
2 Or riinlich = ; iinlich to 
6,35 oe ble oA laubgriin, diffus a hibie rt laubgriin, diffus 
ops griinlich sca? griinlich + 
6,84 imbibiert laubgriin, diffus imbibiert laubgriin, diffus 
7,13 ie + + si 
‘ griinlich sd : griinlich _ 
7,20 imbibiert | @Ubgriin, diffus | inhibiert 
7,50 oe + +. 
wr griinlich i ya griinlich _ 
7,66 imbibiert laubgriin, diffus imbibiert 
- + 
— griinlich a7 griinlich — 
: imbibiert imbibiert 
~ ~ 
an griinlich — griinlich _ 
“iat imbibiert imbibiert 








Bemerkung: Die Membranen sind nur schwach imbibiert, bei lingerem Aus- 
waschen verschwindet die Membranfluoreszenz véllig. Es sind alle Zonen des 
Blattes imbibiert. 


ebenfalls auf eine elektroadsorptive Bindung sekundir dissoziierter Farb- 
anionen an positiv aufgeladene Biokolloide des Zellsafies zuriickgefiihrt 
werden. Unter Beriicksichtigung der physikochemischen Eigenschaften des 
Fluorochroms ist eine Léslichkeitsspeicherung in lipoiden Strukturen und 
eine chemische Bindung an besondere Inhaltsstoffe von vornherein aus- 
zuschlieBen. Die Abhangigkeit der Aufnahme vom pH-Wert des Aufen- 
mediums spricht nur fiir eine Adsorptionsbindung der Farbanionen an 
Biokolloide mit positiver Aufladung. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/3. 30 
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Daf im Zytoplasma und in den Kernen eine Speicherung nicht eintreten 
kann, hat sicher sterische Griinde. Es liegt dort ein wohlgeordnetes System 
submikroskopischer Dimension vor, dessen Aufbau uns noch weitgehend 
unbekannt ist. Im nichtlebenden Zellsaft dagegen liegen die Biokolloide 
strukturlos vor und sind einer Adsorption von Modellsubstanzen zuganglich. 

Aus den experimentellen Befunden dieser Arbeit ergibt sich der Schluf, 
daB die wachsenden assimilierenden Zellen eines Helodea-Blattes einen 
Zellsaft aufweisen, der durch eine elektropositive Aufladung seiner Bio- 
kolloide gekennzeichnet ist. In den ausdifferenzierten Dauerzellen sind die 
Zellsaftkolloide dagegen negativ aufgeladen. Betrachten wir den zeitlichen 
Ablauf der entwicklungsphysiologischen Differenzierung der Zellen eines 
wachsenden Helodea-Blattes, so ergibt sich aus dem Fiarbungsverhalten, 
da eine Umladung erfolgen muf, sofern das Streckungswachstum beendet 
ist und die Zelle zur ,,Dauerzelle* wird. 

Die elektrische Aufladung eines amphoieren Kolloids ist durch den ak- 
tuellen Aziditatsgrad des Milieus und seine Beziehung zum isoelektrischen 
Punkt des betreffenden Kolloids bestimmt. Anderungen der Ladungs- 
qualititen miissen eintreten, wenn die wechselseitige Beziehung beider 
Werte zueinander durch eine Verschiebung der aktuellen Aziditat und des 
isoelektrischen Punktes gestért wird. Eine Umladung erfolgt, wenn die 
Verschiebung so stark ist, daff sich beide Werte iiberschneiden. 

Auch fiir die chemisch noch unbekannten Biokolloide der lebenden Zelle 
diirfte diese Erklairungsméglichkeit fiir die Ladungsanderungen heran- 
gezogen werden, wie sie am Helodea-Blatt im Verlauf der Entwicklung im 
Zellsaft festgestellt werden konnten. Die exakte Bestimmung des Aziditits- 
grades und des isoelektrischen Punktes (IEPy) stéRt aber bei lebenden 
Zellen auf auferordentliche Schwierigkeiten, so da wir mehr oder weniger 
auf indirekte Methoden angewiesen sind. 

Strugger (1934) stellte fest, da ein im Organ vorhandenes Aziditits- 
gefalle eine Verschiebung des Kolloidzustandes der Zellen bewirkt und 
daB die grofe Periode des Wachstums im Sinne von Sachs ein ,,Durch- 
wandern der Zellen durch den Gipfel des Aziditaétsgradienten“ darstellt. 
Wir wissen ferner, daf viele Bliiten mit Anthozyan wahrend des Auf- 
bliihens rot sind, also einen sauren Zellsaft haben miissen, und nach dem 
Verbliihen blau erscheinen, also einen alkalischen Zellsaft besitzen miissen. 
Eine Aziditatsinderung im Verlauf des Bliihvorganges ist hier am leben- 
den Objekt zu beobachten. 

Aber nicht nur die Anderung des Aziditatsgrades ist fiir das Entwick- 
lungsgeschehen von Bedeutung, sondern auch Verschiebungen des IEP y. Bei 
der Fluorochromierung junger Helodea-Blatter mit Kaliumfluoreszein stellte 
Strugger (1938) fest, da im Zytoplasma wachsender Zellen noch im neu- 
tralen Bereich, bei ausgewachsenen Zellen dagegen nur bis in den schwach 
sauren pH-Bereich eine Speicherung zu beobachten war. Dieses unterschied- 
liche Verhalten wurde auf eine Verschiebung des IEPy im Verlauf der ent- 
wicklungsphysiologischen Differenzierung der Zellen zuriickgefiihrt. Fiir 
eine derartige Verschiebung des IEPy der Zellsaftkolloide spricht in dieser 
Arbeit das unterschiedliche Verhalten der Vakuolen. Wachsende Zellen 
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zeigen bis zu pH 7,5 noch eine deutliche Speicherung der Farbanionen von 
Brillantsulfoflavin FF, ausgewachsene Zellen sind nur bis zu pH 5,6 bis 
pH 6,2 zu einer Speicherung befihigt. 

Auf Grund dieser Uberlegungen miissen sich zumindest fiir den Zellsaft 
gesetzmaftige Anderungen des Kolloidzustandes ergeben, die in enger Be- 
ziehung zu dem Wachstum stehen. Die hohe elektropositive Aufladung der 
Kolloide wihrend der meristematischen Phase und der Dauer der Zell- 
streckung ist durch eine hohe aktuelle Aziditaét und einen im neutralen, bzw. 
schwach alkalischen Gebiet liegenden IEPy bedingt, so daft die Differenz 
zwischen beiden Werten groft ist. Die Verschiebung beider Werte im Ver- 
lauf der Entwicklung bewirkt schlieflich durch das Uberschreiten des IEP 
bei Beendigung des Streckungswachstums in der Dauerzone eine zu- 
nehmende elektronegative Aufladung der Kolloide des Zellsaftes. 


3. Die Beobachtung des Firbeverlaufs und das Fluorochromierungsverhalten 
von Einzelblattern und Blatthalften 


Aufer der Zellinhaltsspeicherung im Bereich der Wachstumszonen konnte 
nach 24stiindigem Versuch auch eine Aufnahme des Fluorochroms in den 
Membranen beobachtet werden. Um die Natur dieser Membranfluoreszenz 
und ihre Beziehungen zu den Diffusionseigenschaften des Farbstoffes zu 
klaren, sind weitere Versuche durchgefiihrt worden. 

Versuch: 1. Sproffenden der gleichen Kultur wurden wie im Grund- 
versuch eingefarbt. Abpraparierte Blattchen sind nach 2 Minuten, 5 Mi- 
nuten und im weiteren Abstand von 5, bzw. 10 Minuten fluoreszenzmikro- 
skopisch untersucht worden. 

2. Ganze Einzelblatter sowie langs- und quergeteilte Blatter mittleren 
Alters wurden in gleicher Weise eingefarbt wie im Grundversuch. 

Ergebnis: 

Vers. 1: Nach 2 Minuten zeigte nur die Dauerzone eine gelbgriine Mem- 
branfluoreszenz. Nach 5 Minuten sind bereits weite Teile der Streckungszone 
imbibiert und nach 15 Minuten und 60 Minuten zeichnen sich alle Mem- 
branen der Blattchen auch im Bereich der Meristemzone durch eine gelb- 
griine Fluoreszenz aus. Die Mittelrippe spielt bei der Diffusion des Fluoro- 
chroms eine besondere Rolle. Ist Brillantsulfoflavin FF in der Dauerzone 
vorhanden, diffundiert es zuachst durch die Membranen der Mittelrippe in 
die Wachstumszonen ein. Von dort aus erfolgt dann die [mbibition der seit- 
lichen Blattfelder. 

Eine Speicherung kann dagegen erst nach 24stiindigem Versuch fluores- 
zenzoptisch nachgewiesen werden. Im Hellfeld erscheinen auch dann noch 
die Blatter vollig ungefarbt. 

Vers. 2: Bei Einzelblattern sowie langs- und quergeteilten Blattchen im- 
bibiert das Fluorochrom auch von der Basis und von den verletzten Stellen 
aus in die Membranen. Die vollstandige Durchdringung aller Membranen 
setzte entsprechend friiher ein als bei den Blattern, die im ganzen Sprof 
eingefarbt wurden. Eine Speicherung konnte in diesem Versuch bereits nach 
18 Stunden beobachtet werden. Die sich ausbildenden Gradienten decken 
sich in ihrer Ausdehnung viéllig mit den bisher beobachteten Fiarbegradien- 

30* 
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ten. Man hat den Eindruck, als ob die Blatter erst nach der Fluorochromie- 
rung zerschnitten worden waren. 

Besprechung: Auch das sulfosaure Fluorochrom Brillanisulfoflavin FF 
dringt allein von der Blattspitze aus in das Blatt ein; die Wachstumszonen 
sind impermeabel. Da Brillantsulfoflavin FF auferordentlich fein dispers 
ist, erfolgt die weitere Diffusion wesentlich schneller als bei Akridinorange. 
Die Mittelrippe spielt fiir die Diffusion eine besondere Rolle. Die Beobach- 
tungen Struggers (1938) konnten beziiglich des ,,Mittelrippenphainomens™ 
vollauf bestatigt werden. 

Die Membranfluoreszenz ist wiederum als Imbibition der submikro- 
skopischen Kapillaren in den Membranen zu deuten (Strugger 1959). 
Eine elektroadsorptive Bindung an Membransubstanzen ist physikochemisch 
nicht denkbar. 

Eine Inhalisspeicherung konnte erst nach 18 bis 24 Stunden fluorezenz- 
optisch nachgewiesen werden. Wenn die Blatthalften und Einzelblitter sich 
in der gleichen Weise anfarben wie unverletzte Blatter eines Sprosses, kann 
diese Beobachtung nur als weiterer Beweis fiir die protoplasmatische Natur 
dieser ,,inversen Farbegradienten™ aufgefaft werden. 


III. Zusammenfassung 


1. Durch eine Reihe von Arbeiten wurde an wachsenden Helodea-Blattern 
larbegradienten fiir basische (kathodische) Diachrome sichergestellt. Nach 
diesen Befunden vermag nur die apikale Dauerzone eines Blatichens 
basische Vitalfarben im Zellinhalt zu speichern, wahrend die Streckungs- 
und Meristemzone ungefarbt bleiben. Entsprechende Versuche wurden in 
der vorliegenden Arbeit mit dem basischen Fluorochrom Akridinorange an- 
gestellt, wobei die Existenz dieser Fairbegradienten erneut bestatigt werden 
konnite. 

2. Werden im Wachstum befindliche Blattchen von Helodea densa aus der 
Knospenregion mit dem sulfosauren Fluorochrom Brillantsulfoflavin FF 
24 Stunden lang eingefarbt, so kann ein umgekehrt verlaufender ,,inverser 
Farbegradient™ sichergestellt werden. Brillantsulfoflavin FF wird in der 
Streckungs- und Meristemzone eines Blattchens durch den Zellinhalt maxi- 
mal gespeichert, wihrend die mit basischen Farbstoffen elektiv firbbare 
Dauerzone ein Minimum der Aufnahme aufweist. 

3. Die experimentelle Analyse dieser Farbegradienten wurde soweit 
durchgefiihrt, dal} nahere Angaben iiber ihre Natur gemacht werden kénnen. 
Es ist zwar méglich gewesen, die unterschiedliche Ausbildung einer Kutikula 
und eine damit verbundene Membranimpermeabilitaét in den wachsenden 
Zonen eines Helodea-Blaties nachzuweisen, aber zwingende Experimente 
ergaben das Resultat, da fiir das Zustandekommen der beobachteten Firbe- 
gradienten das Speicherungsvermigen des Zellinhaltes in den einzelnen 
Zonen mafgeblich ist. 

4. Die Farbegradienten des kathodischen Fluorochroms Akridinorange 
sind durch eine elektroadsorptive Speicherung von Farbkationen an negativ 
geladene Biokolloide des Zytoplasmas und des Zellsaftes chlorophyllfiihren- 
der Dauerzellen bedingt. 
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Die Farbegradienten des anodischen Fluorochroms Brillantsulfoflavin FF 
sind auf eine elektroadsorptive Speicherung sekundar dissoziierter Farb- 
anionen an positiv geladene Biokolloide des Zellsaftes der wachsenden 
chlorophyllfiihrenden Zellen zuriickzufiihren. 

Im Zellsaft wachsender Zellen eines Helodea-Blattes treten im Verlauf 
des Entwicklungsgeschehens stetige Ladungsainderungen auf, die bei Be- 
endigung des Streckungswachstums zu einer Umladung fiihren. 

Die hier beobachteten Fiarbegradienten sind danach entwicklungsphysio- 
logisch bedingt. 

5. Die zonale Anfarbung der Membranen ist durch die Membranimper- 
meabilitat im Bereich der Streckungs- und Meristemzone bedingt. Alle Farb- 
stoffe vermégen nur von der Dauerzone aus in das Blatt einzudringen. Die 
beobachtete Membranfluoreszenz kann entweder auf eine Imbibition der 
Membranen oder auf eine sekundiar erfolgende Speicherung von Farb- 
kationen an das negativ geladene Zellulosegeriist der Membranen zuriick- 
gefiihrt werden. 

Die entstehenden tingierten Zonen sind allein von den Diffusionseigen- 
schaften der Farbstoffe und von der Dauer des Versuches abhiangig. 
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Introduction 


The discovery of the cytological effect of colchicine (Dustin, Havas 
and Lits 1937) and the demonsiration of its use for the production of poly- 
ploidy in plants (Blakeslee 19357) have greatly increased the interest of 
scientists in the cytological action of chemical compounds. 

Apart from investigations aiming at a detailed description of the course 
of C-mitosis (= stathmokinesis) induced by colchicine [a.o., Levan (1938) 
and Mangenot [1942], experiments were carried out by many investi- 
gators in order to find out substances possessing a similar action to that of 
colchicine. Following the discovery of the polyploidizing activity of 
acenaphthene (Shmuck 1938; Kostoff 1938), the number of polyploidy- 
inducing agents, some of them suitable for practical purposes, has since 
then progressively increased, actually including a.0., m-nitroxylene, man- 
darine essence, halogeno-derivatives of a-naphthalene, apiol, organic mer- 
cury compounds, some quinoline derivatives, o-isopropyl n-phenyl carba- 
mate and gammexane. 

Since the systematic work of Shmuck and Gusseva (1939) on the 
relations between chemical constitution and C-mitctic activity of naphtha- 
lene derivatives it appeared, however, evident that some approach to the 
problems of the mechanism of C-mitotic action would have been possible 
only by applying quantitative methods of investigation to appropriate 
test-objects. 

Results of the very greatest interest have thus been gained by Levan 
and co-workers (cf. Levan 1949) and by Gavaudan and co-workers (cf. 
Gavaudan 1947) on the Allium and Triticum tests respectively. 

In 1943 Levan and Ostergren, when studying a representative number 
of organic compounds of different types discovered a negative correlation 
between water solubility and C-mitotic activity and suggested the relation 
of C-mitotic reaction to narcosis. In addition, they pointed out the ex- 
ceptional position among C-mitotic poisons held by colchicine, due to its 
high water solubility and low activity threshold (high activity). The oppo- 
sition between colchicine on one side and scarcely water soluble C-mitotic 
substances, on the other side, was still more stressed by Gavaudan and 
co-workers (1945) by applying Ferguson’s concept of “thermodynamic 
activity” to C-mitotic poisons. 
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According to the French workers (cf. Gavaudan 1947), C-mitotic com- 
pounds may be arranged in two classes, namely, 1) those merely or mainly 
characterized by a physical action (generally, scarsely water soluble chemi- 
vals) and 2) those characterized by a more specific chemical action (colchicine 
and a few others). 

In 1946, the present writer, when studying the data on C-mitosis which 
had accumulated during the war time, came to the conclusion that C-mitosis 
should be considered not more than one face of the polyhedric problem of 
the experimental control of mitosis by chemical agents. In the writer's 
opinion, quantitative studies were needed in order to determine, for each 
of the chemicals under investigation, 1) the complete series of cytological 
effects induced by a wide series of concentrations, 2) the course of each 
effect according to the concentrations and durations of exposure, 3) the 
possible interrelations between the various effects, especially based on the 
relative position of their threshold concentrations. 

Such a work, although very laborious and probably tedious, could give 
some possibility of developing our knowledge on mitosis poisoning and 
probably contributing to a better understanding of experimental metaphase 
arrest (C-mitosis). 

This was our research programme when we had the good opportunity 
of starting our work on the Allium Cepa test in Dr. Levan’s laboratory at 
Svaléf (Sweden). 

The investigations, the results of which will be summarized here, were 
begun in the autumn of 1946 at Svaléf and have been continued till now 
by the writer and his collaborators at the Botanical Institute of the Uni- 
versity of Pisa. 


I. Series of Cytological Effects Induced by Chemicals 


In my first work on the Allium test (for experimental details concerning 
this test cf. Levan 1949) I studied the cytological action of ethylene glycol 
on the meristems of rapidly growing roots of onion bulbs (D’A mato 1948 a). 
Apart from C-mitosis and chromosome stickiness, which had been pre- 
viously reported as cytological effects of that compound (Ostergren 1944), 
I came across a typical case of “ prophase poisoning,” i.e. prolongation of 
prophase duration and inability of this stage to reach metaphase. 

A statistical analysis of the cytological effect of 2 and 1 mol/l solutions 
of ethylene glycol clearly showed that both these concentrations inhibited 
the entry into prophase of resting nuclei (preprophase effect), inducing 
a contemporary “arrest” of the prophases present in the meristem (pro- 
phase poisoning). Since the stages from meta- to ana-telophase were not 
or only slightly prolonged (prolongation was evident in C-mitoses only), 
the cytological picture was characterized by the progressive “ accumulation ” 
of prophases, the relative percentages of which to meta-anaphases being 
raised to values as high as 86.6 and 68.5% after 4 hours in the 2 and 1 mol/l 
solutions respectively (for other data, cf. D'Amato 1948a, Table I). 

The case of “ differential poisoning ” of mitotic stages by ethylene glycol 
strikingly resembled the “ accumulation” of prophase stages after X-irra- 
diation of the root meristems of Scilla campanulata (Marquardt 1938). 
It seemed, therefore, likely that other chemicals should be found typically 
characterized by the ability to induce a “prophase poisoning,” that is a 
cytological effect ascribed hitherto to radiations only (a.o., Henshaw 1940; 
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Carlson 1941). A quantitative study of some water soluble and active 
compounds, including pervitine, benzedrine, ephedrine hydrochloride. 
p-aminobenzoic acid, Na and ethyl p-aminobenzoate, nicotinic acid and 
nicotinamide, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and its Na salt (D’Amato 
1948b), showed that “ prophase poisoning,” among other cytological effects, 
could be induced by all of them and allowed of the determination of a 
graded series of effects in relation to the concentrations, namely: 


1) unability of all or most of the mitotic stages to proceed further and 
despiralize, as a consequence of a “ kind of fixation”; 

2) lengthening of prophase duration and consequent accumulation of 
“arrested prophases.” Only meta-anaphases, generally of C-mitotic type. 
reach normal reversion, arrested prophases being “ fixed” (= killed) by the 
toxic effect; 

3) as in 2). Due to the lower toxicity of the solutions, all or most of the 
arrested prophases can despiralize (“reversion” to the resting nucleus) 
between 12 and 24 hours after the beginning of the treatment (at 24 hours 
all nuclei appear to be in interkinesis); 

4) percentage of arrested prophases much lower than in 3), percentage 
of meta-anaphases correspondingly greater; reversion occurs in most of the 
arrested prophases; 

5) reduction in the average number of mitotic stages per root tip; very 
rare or no signs of reversion of prophases. 

Since in the steps from 1 to 4 resting nuclei are not allowed to enter 
mitosis, prophase poisoning of the mitoses of the root meristem is always 
contemporary with preprophase inhibition of resting nuclei. 

Moreover, C-mitosis induced by the above chemicals is always con- 
comitant with “ prophase poisoning,” the threshold value of this last effect 
being always lower than that of the C-mitotic reaction. 

On the basis of the above observations, we felt justified in ascribing 
more importance to prophase poisoning than to C-mitosis in the cytological 
action of our chemicals. Besides, we considered their C-mitotic effect as 
a special one, C-mitosis by the agents in question being possible only in a 
small fraction of mitoses in the meristems; namely, those which had sur- 
passed the period of their sensitiveness to prophase poisoning. 

Independently of us, Levan and Tjio (1948), working on the cytological 
action of many phenols on Allium Cepa, established 3 zones of cytological 
effects roughly corresponding to our series of effects reported above. 

They did not, however, take into consideration the poisoning of pro- 
phase, a cytological effect indeed clearly occurring in some of their ex- 
perimental series (cf. D'Amato 1949d). 


If. The “Onion Germination Test” 


In opposition to our “ preprophase inhibitors of mitosis,” typical C- 
mitotic poisons (colchicine, acenaphthene, gammexane etc.) show the ability 
to suppress the spindle mechanism without interfering with other cell func- 
tions, such as 1) the entry of resting nuclei into prophase and 2) the normal 
course of prophase. Consequently, in plant cells, the cytological action of 
typical C-mitotic poisons is the “ reiteration of C-mitosis “(cf. Levan 1958), 
leading to high polyploidy in rapidly dividing cells. Thus, a.o., in the 
diploid pericyclic cells of onion roots (2n = 16) a succession of as many 
as 7 C-mitoses, giving rise to metaphase figures with more than 2,000 chromo- 
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somes, could be induced (D'Amato and Avanzi 1948). Moreover, in some 
favorable experiments, onion roots in water culture containing a C-mitotic 
concentration of colchicine can still show some prophases and meta-ana- 
phases of C-type in the apical meristems on the 16th—18th day of culture 
(D’Amato and Avanzi 1948). 

In order to widen our knowledge on the general activity of mitotic 
poisons, I thought it advisable to try a new method of investigation I have 
called the “onion germination test” (D’Amato 1948d). 

Dormant bulbs of onion are put to grow in flasks containing a series of 
concentrations of the chemical under investigation in tap-water and the 
behaviour of the root primordia in the following 2-7 days is studied by 
both macroscopical and cytological examinations. “Recovery ” experiments 
are also tried, by transferring on tap-water bulbs, the root primordia of 
which had previously been treated with some concentrations of mitotic 
poisons. 

By the “ germination test ~ some 40 compounds have been already studied 
and the observations made have plainly confirmed our first results 
(D’Amato 1949a). These can be summarized as follows: 


1) In active concentrations of typical C-mitotic poisons (colchicine, 
acenaphthene, insecticides containing hexachlorocyclohexane, pure gamme- 
xane and some a-naphthalene derivatives were tested) the root primordia 
are able to grow out, reaching progressively the maximum elongation they 
are capable of (11-17mm.) and developing the typical C-tumor reaction. 
Starting of mitosis in the meristems is in no way ‘delayed (as determined 
by comparative analyses with control roots kept in water culture) and the 
course of C-mitosis and polyploidization in both apical meristem and 
pericycle is quite identical with that occurring in treatments of rapidly 
growing onion roots. 

2) With “ preprophase inhibitors of mitosis” (compounds used in the 
investigation of 1948b, growth substances, acridine derivatives) two zones 
of concentrations can be distinguished for each chemical. 

In the first zone (concentrations lying above the threshold of preprophase 
inhibition) a minimum, if any, elongation of root primordia is made pos- 
sible, the treatment turning out lethal after 36-72 hours (inability of all 
root primordia to resume growth when transferred into tap-water). 

In the second zone, lying just above the threshold value, root primordia 
are generally able to express their maximum elongation ability in a total 
absence of mitosis. In all these cases starting of mitosis in root meristems 
is made possible by “recovery” in tap-water following sometimes very 
long (as many as 7 days) treatments with the preprophase poisons. 

The possibility of an inhibition of mitosis initiation in meristems of roots 
not inhibited in their elongation ability seems to be the common charac- 
teristic of the threshold concentrations of preprophase poisons, when 
studied by the “ germination test”. 

The clear dissociation, by this test, of the two main effects charac- 
terizing mitotic poisons (preprophase effect and spindle inhibiting or C- 
mitotic effect) led the writer to suggest that, although morphologically 
identical, C-mitosis induced by preprophase poisons could be the result 
of a “massive toxic action” and, consequently, the mechanism of its 
induction quite different from that possessed by typical C-mitotic agents. 

Moreover a new evidence was gained concerning the parallelism in 
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cytological action of radiations and preprophase poisons by the. demon- 
stration that the preprophase effect of both groups of agents is—between 
some limits of duration—a viable delay of mitosis initiation. 

The preprophase effect of our poisons, in fact, closely resembles the delay 
of mitosis initiation in the root meristems of bulbils of Allium fistulosum, 
following the application of heavy dosage of X-rays to dormant root 
primordia (Levan 1942). 

Apart from some comparative data concerning the threshold values of 
the preprophase effect in the “germination test” and in treatments of 
rapidly growing roots respectively, some additional physiological observa- 
tions were made [for details, reference is made to our original paper 
(D’Amato 1949a)]. 


III. The Cytological Action of Essences 


In our first joint paper of 1949 Avanzi and I carried out a quantitative 
investigation on the cytological activity of seven essences (allyl isothio- 
cyanate, eugenol, lavender essence, eucalyptol, fennel essence, oleum ca- 
dinum and turpentine essence) using—for each of them—a decreasing series 
of concentrations from saturated solution to inefficient concentrations. 

Although very different in chemical constitution, these essences possess 
a series of common properties (physical state, scarce or very scarse water 
solubility, very high solubility in lipoids) which, according to the main- 
tainers of the narcotic theory of C-mitosis, are of the very greatest signi- 
ficance in the C-mitotic properties of chemical compounds. 

As was to be expected, the most interesting—among the essences stu- 
died by us—appeared to be allyl isothiocyanate, due to the variety of its 
cytological effects, the wide range of concentrations in which each of the 
effects was manifested and the very low threshold values of C-mitosis and 
preprephase inhibition of mitosis. 

In the concenirations from saturated (ca. 0.02 mol/l) to 0.005 mol/l solu- 
tions a very strong, “ physiological effect” (stickiness and related pheno- 
mena), sometimes comparable to that of radiations, was present; whilst 
in the concentrations from 0.002 to 0.00005 mol/l a more or less complete 
and typical C-mitosis [C-metaphases of the “bow” type (Levan 1945) 
were not rare] occurred together with “prophase poisoning”. This was 
characterized, in the stronger concentrations, by a typical pycnosis of pro- 
phase stages and, in the concentrations 0.0005 mol/l and lower, by a gradual 
reversion of “arrested prophases” to the resting stage. Poisoning of pro- 
phase and inhibition of mitosis initiation showed their threshold value at 
6.00002 mol/l. 

The relative situation of threshold values of C-mitosis and preprophase 
inhibition found in allyl isothiocyanate reappeared with an absolute con- 
stancy in the remaining six essences. 

By calculating the “thermodynamic activity ” of our essences, according 
io Gavaudan and Coll., we found a t.a.=0.003 for mustard oil and 
a t.a. == 1—0.5 for the remaining essences. 

Following the ideas of the French workers, the low t. a. of allyl isothio- 
cyanate is evidence that its C-mitotic action is of a chemical kind, i.e. 
correlated to its chemical constitution; whereas C-mitosis induced by the 
vther essences is based on their physical properties. 

It seemed, however, to us that it would be more appropriate to ascribe 
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to the chemical constitution of mustard oil not C-mitosis only, but all the 
series of its cytological effects and to try to find out, among these, the most 
characteristic one. 

According to our view, the most characteristic effect of allyl isothio- 
cyanate, as well as of the other essences studied was the differential 
poisoning of mitotic stages, that is “ prophase poisoning ”. 

Our conclusion was that all these essences are to be regarded as pre- 
prophase inhibitors of mitosis possessing, in addition to their main cyio- 
logical action, a C-mitotic effect. 


IV. The Cytological Action of Growth Substances 


Growth substances are generally known to be “ diphasic ” in their action, 
very low concentrations having a growth-promoting effect and high con- 
centrations inducing growth inhibition or lethality. 

Since diluted solutions of “ phyto-hormones” are able to stimulate mito- 
sis in both meristems and differentiated tissues [for recent data on these 
problems cf. D’ Amato and Avanzi (1948); Levan and Lot fy (1949)|, 
mitosis inhibition is expected to be the effect of high doses. Before our 
work on the cytological activity of sodium 2,4-dichlorophenoxyacetate was 
published (D’ Amato 1948¢), no detailed information was available in 
the literature concerning mitosis inhibition by growth substances. 

Our observations on 18 concentrations of 2,4-D clearly showed that, 
due to the high physiological activity of this phyto-hormone, each of the 
various cytological effects was present in a very wide concentration series, 
thus allowing a detailed study of it. We decided, therefore, to study 
a complete series of salts of 2,4-D (K, Ca, Mg, Co, Mn, Pb), phenylacetic 
acid and its Na, Ca and Mg salts, together with p-nitro, p-amino, p-methoxy 
and p-oxyphenylacetic acid (D’Amato and Avanzi 1949b). 

Our work was both cytological and physiological and the physiological 
observations made partly helped us to draw our conclusions. Since we 
are here concerned with mitosis poisoning, we will only summarize briefly 
our observations on the cytological effect of growth substances on root 
meristems. 

Most of the compounds studied appeared able to induce C-mitotic 
disturbances after a 4 hours’ treatment in some of the strongest concen- 
trations, but the predominantly characteristic effect was prophase poisoning, 
generally extending in a very wide concentration series [cf. Tables IT and 
Il in D’Amato and Avanzi (1949b)]. 

The accumulation of “arrested prophases ’, indicative of prophase poi- 
soning, in the root meristems was always very clear in the cytological 
examinations after 4 and 24 hours and—according to the dose—both killing 
(pycnosis) and despiralization (reversion) of poisoned prophases occurred 
with a constant regularity in all experimental series. Summing up all the 
available data on the Allium test [new observations had been made, in the 
meantime, by Battaglia (1949a~b), Lopane (1950), Avanzi (unpubli- 
shed) and myself (D’Amato 1949c)], we regarded growth substances and 
preprophase poisons in general—no matter how intense or slight their action 
might be—as “chemical cell poisons”: a group of poisons seeming to us 
quite comparable to “physical cell poisons” (viz. radiations) in their 
ability to interfere, at different doses, with the different functions chracteriz- 
ing cell life. 











The Quantitative Study of Mitotic Poisons by the Allium Cepa Test 429 


If not erroneous, the above view evidently puts the problem of_an identi- 
cal mechanism—or series of mechanisms—underlying the cytological action 
of both radiations and “chemical cell poisons”. Such a problem will cer- 
tainly not escape—in the near future—the attention of biologists (cf. also 

Justin 1949). 





VY. Mitosis Poisoning by Chemical Mutagens 


By the recent application of the Allium test to the study of the mutagenic 
(= chromosome-breaking) activity of chemical compounds, a good deal of 
interesting results have been accumulated [a.o., Levan and Tjio (1948); 
Levan (1949); Battaglia (1949b); D’Amato 1949¢, 1950a—b)|. 

As far as the work done at Pisa is concerned, chromosome breakage 
has been induced by treatments with both typical C-mitotic poisons 
and preprophase poisons. Among the former, a typical chromosome break- 
age—by a direct action on the chromosomes of the resting nucleus—has been 
found in acenaphthene (D’Amato 1949b), pure gammexane (D’Amato 
1950 b), a-methylnaphthalene (A vanzi 1950) and—although rarely—in the 
halogeno-derivatives of g-naphthalene (Tarabusi, unpublished). 

Since chromosome breakage occurs in both diploid and polyploidized 
nuclei, polyploid chromosome complements containing chromosome structu- 
ral changes can be induced by the above agents. 

Considering that typical C-mitotic agents do not possess any of the 
various cytological effects characterizing chemical mutagens of the second 
type (preprophase poisons), chromosome breakage by acenaphthene, gam- 
mexane, etc. probably deserves a special consideration. 

On account of the available data (cf. D) Amato 1949c: 1950a) chemical 
mutagens of the “ preprophase” type are numerous and a group of them, 
viz. acridine compounds, has been intensely studied by the writer. 

It has been found that acridine and all of its amino-derivatives studied 
hitherto arg efficient in inducing both chromosome breakage and mitosis 
poisoning, a total inefficiency being present, on the contrary, in acridine 
derivatives of other types. 

The course of cytological events induced by “ mutagenic” acridines on 
both chromosomes and mitosis is quite comparable to that occurring under 
the influence of radiations, the effects on mitosis being as follows: 1) meta- 
phase arrest (C-mitosis), 2) “ prophase poisoning” (either killing or rever- 
sion of prophases, according to the dose) and 3) delay of mitosis initiation. 

As to the first effect, the dose of acridine compounds required for the 
induction of C-mitosis is always higher, and sometimes higher by far, than 
that neccessary for prophase poisoning and inhibition of mitosis initiation: 
a condition closely recalling the behaviour of the 3 effects in question under 
the influence of different doses of radiations [cf. a.o. Marquardt (1938, 
1949); Koller (1943)]. 

Prophase poisoning by acridine compounds appears as the most striking 
among the cases observed by us since 1946. 

Apart from the ordinary cases of prophase poisoning during the first 
4~—24 hours of treatment, the following observations are of special interest: 

1) Due to the ability of acridine compounds to accumulate progressively 
in the tissues, very diluted solutions of them lead to a total abolition 
of mitoses in the meristems after very long exposures (10-11 days 
in 0.2mgr/l of trypaflavine). In all these cases “accumulation of pro- 
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phases ”, indicative of an initial preprophase effect, begins to become evident 
some days before the suppression of mitoses. 

2) “Recovery” experiments in tap-water following different exposures 
to some concentrations of our acridines have shown that as long as 3-6 days, 
“ mitosis-free periods” can be induced by some of them, the first days 
of “recovery” being characterized by “ poisoned prophases ” gradually going 
back to resting nucleus. These poisoned stages evidently belong to the 
mitotic cycle which was affected by the treatment and the meta-anaphases 
of which—as always happens with preprophase poisons—could normally 
progress to telophase. An interesting feature of the “ mitosis-free period ” 
is that the resumption of mitosis in the meristem (“recovery cycle”) occurs 
between 24-72 hours after the complete reversion of poisoned prophases. 


VI. Antagonisms between Chemical Compounds 


Recent investigations by Bauch (ef. 1949) have proved that the onion 
test can be applied with some success to the study of the possible anta- 
gonism of one chemical to others. 

The first problem I tried to transfer to the experimental cytology of the 
enion was that concerning the antagonism of gammexane (gamma isomer 
of hexachlorocyclohexane) to meso-inositol, by grounding my experiments 
on the influence of this last compound on gammexane-induced C-mitosis 
(D’Amato 1949e, f). 

In two series of experiments at a room temperature of 15°-16°C. and 
26°—-27°C. respectively, I could demonstrate that, in the experimental con- 
ditions of the first series, m-inositol was only able to induce a few hours’ 
delay of C-mitosis initiation. No effect of meso-inositol on C-mitosis was, 
on the contrary, observed in the second experimental series (26°—27°C.). 

Since some concentrations of sugars also appeared able to induce a delay 
of C-mitosis initiation, I concluded that a mere change in cell permeability 
was involved in the effect of m-inositol on gammexane: a conclusion in line 
with many recent data on the absence of an antagonism between m-inositol 
and gammexane in at least most of the biological systems investigated 
hitherto (cf. Chaix 1948; Schopfer, Posternak and Bosse 1947). 

Another still more important problem being studied by the Allium test 
refers to the action of dimercaptopropanol (BAL) on a series of mitotic 
poisons. A research programme on this subject was recently started at dur 
Laboratory, the only published data (D’Amato 1949g) being concerned 
with the reciprocal influences of BAL on arrhenal (sodium monomethyl- 
arseniate). 

Whilst pretreatment with some solutions of BAL does not protect onion 
meristems against the cytological action of arrhenal, a clear disintoxication 
of arrested mitotic stages (catachromatic processes and despiralization) was 
obtained by transfer, into 0.0005—0.001 mol/l BAL, of roots treated with 
0.05 mol/l solutions of arrhenal for 24 hours. A general pycnosis was, on the 
contrary, noticed in all cases of “recovery” in tap water following treat- 
ments with the same arrhenal solutions. In addition, the observation was 
made that solutions containing BAL and arrhenal in the amount of 0.005 
~0.002 and 0.05 mol/l respectively (= C-mitotic concentrations of the two 
agents) are unable to induce C-mitosis, their toxicity being also smaller than 
that of BAL and arrhenal alone. 

On account of the importance of ~SH groups in the general problems of 
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experimental mitosis inhibition [for other data, cf. Dustin (1947 ab, 1949)| 
we decided to continue our work on BAL with the view of attempting at 
a physiological characterization of mitotic poisons. Since such a work is 
just at its beginning, we are not in such a position as to give any preliminary 
account of it. 

The data presented here are only a very small fraction of the work 
on experimental mitosis inhibition which has been done by a great many 
investigators throughout the world. 

By getting an idea of the cytological mode of action of mitotic poisons 
and so establishing a close parallelism between radiations and “ chemical cell 
poisons ”, we hope to have attained the necessary premise to a better study 
of them. 

In our opinion, such a study should be—at least essentially—based on 
physiological grounds, by the consideration of significant enzyme systems 
in cell function. 

For such a work to be fruitful the efforts of many investigators are 
required, each of them contributing with his own experience in his spe- 
cialized field of investigation. 
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Natiirliche Vitalfirbung bei Hydra attenuata 


Von 


Paul Meyer, Innsbruck 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 22. April 1950) 


Die moderne Forschungsrichtung der Entwicklungsmechanik bedient sich 
besonderer Arbeitsmethoden, um einigermafen Einsicht in den Ablauf der 
sehr komplizierten Lebensvorgiinge wahrend der Friihgeschichte des Keimes 





Abb. 1. 5 Tage altes Regenerat 
aus einer Durchpressungsmasse 
von 20 Hydren. Die am lebenden 
Objekt gute Kontrastwirkung 
zwischen dem _ farblosen Ekto- 
und dem tiefroten Entoderm ist 
auch im Bilde in abgeschwachte- 
rem Maffe zu erkennen. Ekto- 
derm: heller Saum, die ganze 
Oberflache des Restitutionskérpers 
iiberziehend. Entoderm: dunkle 
Farbung aufweisend. 


zu gewinnen. Desgleichen treten auch noch 
spiter, am bereits erwachsenen Organis- 
mus, Erscheinungen auf — z. B. die Re- 
generation -—, die mit den ersterwahnten 
Vorgingen insofern eine grofe Ahnlich- 
keit haben, als auch sie mit Zellwande- 
rungen, Zellverschiebungen und anderen 
Umgruppierungen des Baumaterials ver- 
bunden sind. Dabei bedarf es in beiden 
Fallen eines Hilfsmittels, durch dessen 
Anwendung’ derartige Verlagerungen 
sichtbar gemacht und einen langeren Zeit- 
abschnitt hindurch beobachtet werden 
kénnen. Ein solches Mittel bilden die 
Vitalfarbstoffe kiinstlicher Natur (Methy- 
lenblau, Neutralrot, Nilblausulfat usw.). 
Sie wirken in ihrer Art wie eine Weg- 
markierung und ein in Vitro damit be- 
handelter Zellkomplex zieht sich von nun 
an auf Versuchsdauer wie ein roter Faden 
durch alle von dem Entwicklungssto# nun 
einmal ausgelésten Prozesse (Lit. z. B. bei 
Vogt). 

Beinahe aufgewogen wird der Vorieil 
der Kenntlichmachung bestimmter Ge- 
webspartien mittels kiinstlicher Vitalfarb- 
stoffe durch deren nachteilige Wirkungen: 


so ergeben sich Schwierigkeiten bei der Wahl des passenden Farbstoffes. 
oh : : : 

der richtigen Konzentration desselben, und es besteht stets die Gefahr der 

Schiidigung des Organismus infelge Giftwirkung der zur Farbung ver- 


wendeten Stoffe usw. 
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Regenerationsversuche an Hydren brachten mich auf den Gedanken, 
solche Tiere heranzuziehen, die durch Fiitterung mit roten Diaptomiden 
ebenso wie diese tiefrot gefairbt waren (die Karotinoidtrépfchen im Klein- 
krebskérper werden durch Verdauung frei und gehen auf die Hydren iiber). 
Der rote Farbstoff wird vom Entoderm der Hydren aufgenommen und nur 
dort gespeichert. So hatte ich auf eine denkbar einfache Weise ein gutes 
Mittel, beide den Hydrenkérper zusammensetzenden Kérperschichten 
farbungsmaéfig voneinander zu trennen (Ektoderm: weil, Entoderm: tief- 
rot). Bei an Hydren ausgefiihrten Durchpressungsversuchen fand ebenfalls 
diese neue Methode der natiirlichen Vitalfarbung Verwendung. 

Wenn auch der in diesem besonderen Fall eingeschlagene Weg nicht 
iiberall gleich gangbar sein wird, so sei mit dieser kurzen Mitteilung doch 
das Augenmerk auf ein in dieser Form noch unbekanntes Gebiet gelenkt; 
vielleicht erdffnet sich damit auch eine neue Perspektive in Angelegenheit 
der Vitalfarbung und ihrer Probleme. 
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Cowie, D. B., R. B. Roberts and I. Z. Roberts: Potassium metabelism in 
Escherichia coli. I. Permeability to sodium and potassium ions. J. cell 
a. comp. physiology 34, 243—257. II. Metabolism in the presence of 
carbohydrates and their metabolic derivatives. J. cell. a. comp. physio- 
logy 34, 259—261, 1949. 


Mit Hilfe radioaktiver Indikatoren wird die Aufnahme und Abgabe von 
Na und K bei Escherichia coli verfolgt. Wahrend die Zellmembran fiir Na 
vollkommen permeabel ist und dieses mit gleicher Geschwindigkeit end- und 
exosmiert (wobei es héchstens zum Konzentrationsausgleich mit der AuBen- 
lisung, nie aber zu einer Speicherung kommt), ist der K-Stoffwechsel erheb- 
lich vom Zustand der Bakterien und der Versuchsbedingungen abhangig. 
Freies K-lon wird ebenso leicht aufgenommen wie Na und ‘kann auch ebenso 
rasch wieder abgegeben werden, wenn es nicht zu einer Festlegung in nicht 
diffusiblen Verbindungen kommt. Die Festlegung erfolgt offenbar in meh- 
reren Stufen: 1. Diffusion als freies Ion; 2. Initial reaction: Nach Glukose- 
zugabe steigt die K-Aufnahme rapid an, was fiir eine Beteiligung des K in 
den ersten Stadien des Glukoseabbaues spricht; einem Molekiil Glukose 
entsprechen 2 Atome K, es wird die Bildung eines Dikaliumsalzes des 
1-6-Hexosephosphates angenommen. 3. Die rasche K-Aufnahme nimmt 
schlieBlich ab, wobei sich ein Gleichgewicht zwischen K-Aufnahme und Ab- 
gabe einstellt; die Lage des Gleichgew ichtes ist vom Kulturmedium, der 
Temperatur usw. abhingig; die ATP wirkt wahrscheinlich als begrenzender 
Faktor (Zugabe von Glukose-l- Phosphat erhoht die K- Aufnahme). In 
diesem Stadium werden nur mehr 0,7 Atome pro Glukosemolekiil ver- 
braucht; fehlt K in der AuBenlésung, so wird das innerhalb der Zelle frei 
werdende K sofort wieder verweritet, “bei K-Uberschuf erfolgt vollkommener 
Austausch. Der geringere K-Umsatz wird mit einem nur teilw eisen Glukose- 
verbrauch, bzw. mit einem Abbau ohne K-Umsatz (,,hexose-monophosphate- 
shunt”) erklairt (Dinitrophenol, das die Phosphorylierung hemmt, sistiert die 
Glukoseaufnahme keineswegs). Auch die Beobachtung, daf durch das K die 
Aufnahme des P starker zunimmt als die Glukoseaufnahme, deutet auf zwei 
verschiedene Wege des Hexosenabbaues. — Na ist ohne jeden Einflu® auf 
den Stoffwechsel, Rb verhiilt sich im wesentlichen wie K. 


O. Hirtel (Graz). 


Drawert, H.: Zur Frage der Stoffaufnahme durch die lebende pflanz- 
liche Zelle. V. Zur Theorie der Aufnahme basischer Stoffe. Zeitschr. 
Naturforschung, 3b, H. 3/4, 111—120, 1948. 


Drawert hat in den Jahren 1936—1942 elf Arbeiten iiber Vitalfarbung 
pflanzlicher Zellen veréffentlicht, die durch den Reichtum ihres Inhalts und 
durch zahlreiche Neubeobachtungen eine unentbehrliche Grundlage fiir alle 
auf dem Gebiete Arbeitenden geworden sind. Die meisten Untersuchungen 
haben sich mit der Wirkung basischer (Hellfeld-) Farbstoffe beschiiftigt. 
Nun werden die theoretischen Folgerungen zusammengefaft. — Dem 
Grundgedanken wird der Fachmann voll und ganz zustimmen: Nicht die 
Permeabilitatseigenschaften des Plasmas sind fiir die Aufnahme undissozi- 
ierten basischen F arbstoffs, also der Farbbasen- und Farbsalzmolekiile. be- 
stimmend, sondern das jeweilige Speichervermégen der anfarbbaren Zell- 
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bestandteile. Der ,,Verteilungskoeffizient™ gibt den Ausschlag. Das steht 
mit der exakten Permeabilitatsforschung nicht im Widerspruch, sondern in 
voller Ubereinstimmung. Haben doch Collander, Lénegren und 
Arhimo (Protoplasma 37, 527) gezeigt, dal’ die Neutralrotbase durch das 
Plasma von Zwiebelzellen etwa 20000mal schneller dringt als der Harnstoff, 
ihre Permeationskonstante P’ liegt um 1800, die fiir den Harnstoff um 0,09. 
Es ist also klar, da die Farbmolekiile den ganzen Protoplasten sozusagen 
widerstandslos durchdringen, um dort gespeichert zu werden, wo starkste 
Bindungsméglichkeiten sie festhalten. Dagegen ist bekanntlich fiir den 
Nichtdurchtritt des ionisierten Farbstoffs der Permeationswiderstand des 
Protoplasmas bestimmend, in diesem Fall ist also in der Tat die Permeabili- 
tat begrenzender Faktor (freilich nicht nur im Sinne des Ulitrafilterprinzips, 
wie Verf. meint, sondern nach des Ref. Ansicht im Sinne des Léslichkeits- 
prinzips, da die in wasseriger Lisung dissoziierten Farbkationen ja natur- 
gemafi nur wasserléslich, aber lipoidunléslich sind). Die Nichtunterschei- 
dung des ionisierten und molekularen Anteils des Farbstoffes im gebotenen 
Farbbad hat die im ialteren Schrifttum so verbreitete Ansicht von der 
begrenzenden Rolle der Permeabilitat auch fiir die Vitalfarbung wohl vor 
allem mitverschuldet. Daher ist Drawerts energische Reform in hohem 
Mae zu begriifen, bei der er sich zumal auf seine eigenen (flora 134, 159) 
umfassenden Messungen der Lipoidlislichkeit und der durch den Disso- 
ziationsgrad der Farbstoffe bestimmten Wanderung im elektrischen Feld 
und der Abhingigkeit dieser Gréfen von der cH des Farbbades (bei pH 
2,0—11,5) stiitzen kann. — Handelt es sich um undissoziierte Farbmolekiile. 
so hat, wie Verf. ausfiihrt, der basische Farbstoff im System AuBen- 
medium/Piasma/Zellsaft das Bestreben, dorthin zu wandern und sich dort 
anzureichern, wo er den héchsten Dissoziationsgrad erreicht, d. h. an den 
Ort héchster Aziditat. Weiter werden sich Farben, deren Umschlagspunkt 
weit im sauren Bereich liegt, wie das Methylviolett, die also fiir gew6hnlich 
als Farbbasenmolekiile vorliegen, an den Zellorten anreichern, wo sie Sub- 
stanzen gréften lipophilen Loésungsvermégens finden, d. h. an Orten mit 
hydrophoben Eigenschaften. Daher sind gewoéhnlich die schwach dissoziier- 
ten basischen Farbstoffe vorwiegend Plasmafarber, die stairker dissoziier- 
ten in erster Linie Vakuolenfirber und die relativ stirkst dissoziierten (die 
nicht permeieren kénnen, aber elektroadsorptiv gebunden werden) vor 
allem Membranfarber. 

Von groBem Interesse ist schlieBlich Drawerits — hier ersimalig er- 
folgende Stellungnahme zur allgemeinen Theorie vom submikroskopi- 
schen Bau des Plasmas: ,,Das lebende Cytoplasma wird als sehr stabiler, 
nach aufen reaktionstriger Eiweif-Lipoid-Komplex aufgefaft, dessen Car- 
boxyl- und Aminogruppen durch Lipoide abgeschirmt sind, und das in 
seinen Eigenschaften einem -neutralen, hydrophoben Lipoid entspricht. Erst 
beim Absterben wird die Eiweif-Lipoid-Bindung gesprengt und das Cyto- 
plasma auch nach aufen reaktionsfahig.~ Hofler (Wien). 





Drawert, H.: Zur Frage der Stoffaufnahme usw. IV. Der EinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration des Zellsaftes und des AuBen- 
mediums auf die Harnstoffaufnahme. Planta 35, H. 5/6, 579—600, 1948. 


Die unterseitigen Blatthautzellen von Sedum praealtum sind nach F ii r- 
linger (Protoplasma 31, 277) im etiolierten Zustand fiir Harnstoff schwa- 
cher permeabel als die gleichen Zellen normaler griiner Pflanzen; Verf. 
findet, da& jene Neutralrot im Zellsaft mit ziegelrotem Farbton unter Kon- 
traktion der Vakuolen speichern, wahrend die Epidermen griiner Pflanzen 
bei gleicher Behandlung eine weinrote bis violettrote Zellsaftfarbung ohne 
Vakuolenkontraktion annehmen. In der jetzigen Terminologie des Ref. 
haben also die etiolierten Zellen .,leere“ (speicherstofffreie), die griinen 
Zellen ,,volle“ (speicherstoffiihrende) Zellsaifte. Verf. glaubt aber noch — 
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trotz Lisons (1935) und Struggers bekannter Kritik — aus dem Farb- 
ton der Neutralrotfarbung auf den cH-Wert der Zellsifte schliefen zu 
diirfen, wonach also der Zellsaft etiolierter Sedumpflanzen schwacher sauer 
ware als der griiner. Die pH-Bestimmung an Preftsaiften ergab zwar etio- 
liert pH 6,08, griin pH 5,21: doch sind dies ja, wie Verf. selbst hervorhebt, 
Durchschnittswerte fiir alleGewebe, die quantitativ natiirlich in erster Linie 
vom bleichen oder griinen Mesophyll bestimmt sind und nicht ohne weiteres 
auf die Epidermen bezogen werden kénnen. Auch bei einigen anderen Ob- 
jekten (Epidermen treibender und ruhender Zwiebeln, Zwiebelhautchen mit 
Mosaikfarbung, Zellen der Unter- und Oberseite von Elodea-Blattchen) 
ging violettrote Farbung, bzw. starkeres Speichervermégen fiir Neutralrot 
mit einer héheren Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff Hand in Hand. 
Daraus glaubt Verf. verallgemeinernd schliefien zu diirfen, da® der Harn- 
stoff um so schneller permeiere, je saurer ein Zellsaft ist, bzw. da die De- 
plasmolyse in Harnstofflésung um so schneller vor sich gehe, je groéfer das 
cH-Gefalle Aufenmedium/Zellsaft ist. Daran kniipfte er den weiteren 
SchluB, ..da® fiir die Aufnahme des basischen Harnstoffes, wie fiir die der 
basischen Farbstoffe, nicht die Permeabilititseigenschaften~ der Plasma- 
grenzschichten allein entscheiden, sondern daf dem durch das cH-Gefiille 
Auftenmedium/Zellsaft und durch den Dissoziationsgrad bedingten Vertei- 
lungskoeffizienten eine ausschlaggebende Bedeutung fiir die Aufnahme- 
geschwindigkeit zukommt.* 

Vor solcher Gleichschaltung der Harnstoff- und Farbstoffpermeabilitat 
méchte der Ref. warnen. Die Voraussetzungen liegen ganz verschieden. Fiir 
die Harnstoffendosmose von hypertonischer Aufenlésung zum Zellsaft, die 
nach dem Fickschen Gesetz erfolgt, ist der Permeationswiderstand des 
Plasmas begrenzender Faktor, fiir die Aufnahme undissoziierten Farbstoffes 
nicht! Harnstoffspeicherung mit bindenden Zellsaftstoffen hat keine oder 
nur eine relativ sehr geringe Bedeutung und methodisch wird vor allem bei 
jeder plasmolytischen Bestimmung nicht der etwa gebundene, sondern stets 
nur der freie, in die Vakuole gedrungene und dort osmotisch wirksame 
Harnstoff bemessen; Speicherung wie bei den Basenfarbstoffen wird, wenn 
sie vorliegi, nicht erfaft. — So wird man die wertvollen empirischen Be- 


funde, vor allem die Neubeobachtungen iiber die Farbbarkeit etiolierter 


und normaler Zellen und iiber Mosaikfarbung der Zwiebelhautchen, beach- 
ten und weiterverfolgen, die zitierten Schluffolgerungen, denen so manche 
Erfahrungen der Permeabilitatsforschung entgegenstehen, aber noch nicht 
anerkennen kénnen. So kann auch der Ref. die kurze Kritik an seinen 
spezifischen Permeabilitatsreihen und ihrer Verwendung in der vergleichen- 
den Protoplasmatik nicht gelten lassen. Er kann auch nicht umhin, in Er- 
innerung zu bringen, daff er die ihm zugeschriebenen ,,konstanten Per- 
meabilitatstypen™ fiir gegebene Plasmasorten selbst schon langst nicht mehr 
annimmt; denn (Ber. d. d. bot. Ges. 55, (143), 1937 u. 60, 181, 1942) ,,fiir die 
gegebene Zellsorte ist ihre Permeabilitatsreihe, deren Wandel mit dem Ent- 
wicklungszustand und der Verinderlichkeit unter dem Einflu® von AuBen- 
faktoren bezeichnend™. Hoifler (Wien). 


Frey-Wyssling: Sublichtmikroskopische Morphologie. Fortschritte der 
otanik 12, 68—85, 1949. 


Selten gelingt es einem jungen Wissenszweig, in relativ so kurzer Zeit 
Anerkennung und Selbstandigkeit zu erringen, wie es der submikrosko- 
pischen Morphologie im Verlauf von kaum zwei Jahrzehnten in der Biologie 
gelungen ist. Zwei Faktoren haben diesen Siegeslauf erméglicht: Der erste 
ist die glanzende Interpretation des sich férmlich explosiv entfaltenden 
Forschungsgebietes durch Frey-Wyssling, zunachst 1938 in einem Bande 
aus der Reihe der Protoplasma-Monographien in deutscher Sprache und 
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dann 1948 in englischer Sprache in dem Buche ,,Submicroscopic 
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of Protoplasm and its Derivatives“. Der zweite Fakior ist der Ausbau der 
Elektronenmikroskopie. Die junge Wissenschaft steht nun’ auf eigenen, 
sicheren FiiRen und wichst so “em daf es nicht nur gerechtfertigt, sondern 
iuferst begriifenswert ist, in Jahresberichten ihre Fortschritte zu registrie- 
ren. Dies geschieht nun in den ,,Fortschritten der Botanik™, und natiirlich ist 
der richtige Fiihrer, dem man sich dabei anvertraut hat: Frey-Wyssling. 
1948 ist das Berichtsjahr. Die Darstellung gliedert sich in folgende Kapitel: 
Untersuchungsmethoden. Elektronenmikroskopische Prapariertechnik. In- 
direkte Methoden. Untersuchungsergebnisse. Faserfeinbau. Zellwande. 
Cytoplasma und Mitochondrien. Chloroplasten. Viren und Phagen. — 
Derjenige, der etwa glaubte, dem neuen Forschungsgebiete nicht dauernd 
Beachtung schenken zu miissen, wird vom Gegenteil iiberzeugt, und be- 
sonders iiber Cytologie sollte niemand mehr Vorlesungen halten, der nicht 
standig der sicheren Wegweisung Frey-Wysslings folgt. 


F. Weber (Graz). 


Frey-Wyssling, A., und K. Miihlthaler: Uber den Feinbau von Wurzel- 
haaren. Mikroskopie (G. Fromme, Wien) 4, 257—266, 1949. 


In Luft gewachsene Wurzelhaare von Zea Mays geben mit Chlorzinkjod 
zunachst Gelbfarbung (Pektine) und nach einiger Zeit erst die blauviolette 
Zellulosereaktion. Pektin und Zellulose durchdringen sich also offenbar ge- 
genseitig; der Dichroismus deutet auf eine vorwiegende Langsorientierung 
der Fasern, was auch polarisationsoptisch bestatigt wird. Es wird vermutet. 
daft diese Fasertextur (wie auch bei Pollenschlauchen) mit dem Spitzen- 
wachstum zusammenhiangt. Sie kann durch das Elektronenmikroskop direkt 
sichtbar gemacht werden. Senkrecht zu den Langsfasern sind in geringerer 
Menge Querfasern eingeflochten, die vielfach iiber den Rand des Gewebes 
herausragen und einen Flaum um das Wurzelhaar bilden. Dieser ist an der 
Spitze am miachtigsten und verschwindet gegen die Basis. Im natiirlichen 
Zustand ist er wohl mit Pektinstoffen durchtrankt (mikrochemisch ist an 
Wurzelhaaren oft eine PektinauBenschicht nachweisbar!), die sich auch in 
die lockeren Zellulosemaschen einlagern. Auch Plasma durchdringt sicher 
die Zellwand, namenitlich an der Spitze. Die Hinfalligkeit, die Verwachsung 
mit den Bodenpartikeln und das mikrochemische Verhaliten der Wurzel- 
haare findet so eine schéne Erklairung, ein beachtlicher Erfolg der hinsicht- 
lich Préparation und Technik fiir den Biologen noch ungewohnten Elek- 
tronenmikroskopie! Die in Wurzelhaaren gefundene .,,Callose“ diirfte ein 
Gemisch von Zellulose und Pektinen sein. Die von den Wurzelhaaren aus- 
geschiedenen Sekrettropfen sind feinbaumafig und mikrochemisch von den 
Membranstoffen verschieden. O. Hartel (Graz). 


Kodani: Sodium Ribose Nucleate and Mitosis. J. Heredity 39, 1948. 


Allium-Cepa-Wurzelspitzen wurden mit Lisungen von Ribose-Nuclein- 
Saure, bzw. Natrium-Ribose-Nukleat in verschiedener Konzentration (0,05 
bis 8%) behandelt. Bei Lésungen unter 0.1% blieben die Wurzeln, ab- 
gesehen von einer leichten Wachstumshemmung, normal, selbst bei 24 Stun- 
den langer Behandlung. In starkeren Lisungen ergaben sich Anderungen 
in der Morphologie der Chromosomen. Die deutlichsten Effekte wurden 
in 2- bis 4%igen Lésungen bei 8—16stiindiger Behandlungsdauer erzielt. 
In der Metaphase zeigten sich die Chromosomen mehr oder weniger ver- 
kiirzt, in der Prophase boten sie das Bild der ,.lampbrush“-Chromosomen, 
wobei die ,,Haare™ sich als Feulgen positiv erwiesen. Das Kinetochor spal- 
tet sich, wenn auch verspatet. Die Verteilung der Chromosomen in der 
Anaphase ist haufig unregelmafig, einzelne Chromosomen bleiben zuriick. 
Bisweilen unterbleibt die Trennung der Chromatiden. Anaphasen-Briicken 
kommen vor. Manchmal bleiben die Chromosomen infolge ihrer besonderen 
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Klebrigkeit zu kompakten Massen vereinigt. Die Dauer des Mitose-Ablaufes 
ist auferordentlich verlangert, besonders lang dauert die Metaphase. Die 
Untersuchung iiber die Frage, welche Komponenten der Ribose-Nukleat- 
Lésung fiir die Effekte verantwortlich sind, ist noch nicht abgeschlossen. Dal 
die Chromosomen in Tumorzellen haufig ahnliche Abnormitaten zeigen 
und daf der Nukleinsauregehalt von Tumorzellen erhéht sein kann, deutet 
darauf hin, da die Eigenschaften neoplastischer Gewebe durch einen ex- 
zessiven Gehalt an Nukleinsaéure bedingt sein kénnten. Weber (Graz). 


Milovidov, Petr, F.: Physik und Chemie des Zellkernes. I. Teil. Proto- 

lasma-Monographien, 20. Bd. Mit 33 Abb. und 1 Farbtafel, XIV, 531 S. 

Bastin Mikokaneee: Naturwissenschaftl. Verlag vorm. Gebriider Born- 
traeger. 1949. 


Dieses Buch wurde alt geboren. Das Manuskript war im wesentlichen 
1939 abgeschlossen, einige Erginzungen wurden noch 1943 hinzugefiigt, dann 
aber wurde der Druck unterbrochen und erst 1949 (1950) konnte die Mono- 
graphie erscheinen. Die Literatur des letzten Dezeniums ist' daher kaum 
beriicksichtigt, in diesen Jahren ist aber auf dem Gebiete der Karyologie 
AuRerordentliches geleistet worden, besonders gerade in der Chemie des 
Zellkernes. Wenn der Herausgeber der Protoplasma-Monographien schlief- 
lich doch zum unveranderten Druck des Buches die Zustimmung gab, so 
geschah dies in der Uberzeugung, dai das iuferst umfangreiche Tatsachen- 
material, das hier mit Eifer, Umsicht und Kritik zusammengetragen und 
verarbeitet ist, seinen Wert behalten hat und dali Milovidov, dem wir 
vor allem in der Auswertung der Nuklealreaktion wichtige Erkenntnisse 
verdanken, die Literatur bis 1939 in hervorragender Weise beherrscht hat. 
Der in Vorbereitung stehende II. Teil der Monographie wird die Literatur- 
liste bringen, die schon 1943 iiber 2500 Nummern umfafte. 

Die physikalisch-chemische Erforschung des Zellkernes steht dauernd im 
Blickpunkt des Interesses. Dieser Disziplin kann es nur zum Vorteil ge- 
reichen, wenn sie auf den verlaBlichen Grundmauern weiterbaut, zu denen 
Milovidov in seiner Monographie mit emsigen FleifS das Material zu- 
sammengetragen hat; denn diese Grundmauern haben nicht an Tragfahig- 
keit verloren, obwohl sie schon fast zehn Jahre stehen und erst jetzt durch 
Erscheinen des Buches zuginglich werden. Im iibrigen soll der li. Teil einen 
Nachtrag bringen, in dem die Fortschritte der letzten Jahre Beriicksichtigung 
finden werden. Weber (Graz). 


Molisch, Hans: Botanische Versuche ohne Apparate. Ein Experimentier- 
buch fiir jeden Pflanzenfreund. II. Aufl., durchgesehen und erginzt von 


Prof. Dr. Richard Biebl. Mit 61 Abb. im Text, 174 S. Jena: Fischer 1949. 
Brosch. DM 9.—. 


Soll man an den ..Botanischen Versuchen ohne Apparat” mehr die glan- 
zende Beobachtungsgabe oder die Meisterschaft in der Darstellungskunst be- 
wundern? Dieses Buch ist wirklich wie kaum ein anderes geeignet, Pflanzen- 
freunde zu entziicken und Pflanzenfreunde zu werben. Wir danken daher 
dem Neubearbeiter und dem Verlag, da sie durch eine zweite Auflage das 
Buch wieder zugiinglich gemacht haben. Die Pietat gebot wohl, das originelle 
Werk in seinem Wesen nicht zu beriihren. Aber vielleicht hatten doch noch 
etwas mehr Anderungen und Erganzungen vorgenommen werden kénnen. 
denn in den fast zwanzig Jahren seit dem Erscheinen der 1. Auflage hat 
sich die Wissenschaft auf manchen einschlagigen Gebieten doch so weit ge- 
wandeli, da selbst ein fiir weite Kreise bestimmtes Buch davon Notiz 
nehmen kann. Dem neuen Bearbeiter, der selbst die Wissenschaft ver- 
stiindlich darzustellen versteht, wird dies bei der nachsten Auflage nicht 


schwerfallen. F. Weber (Graz). 





Herausgeber, Eigenttimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, und Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches 
Institut. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlgasse 19-21. 








Protoplasma, Band XXXIX, Heft 3 





Fortsetzung von der II. Umschlagseite 
Perner, Ernst Siegfried. Die intravitale Fluorochromierung junger Blatter von 
Helodea densa (Ein Beitrag zur weiteren Aufklarung der entwicklungsphysiologisch 
Dedington. ParbeagPAdientEn). io joss ce skied dccckwnsctecpoasee Seaiptieate aeuee 400 


Sammelreferat 


D’Amato, Francesee. The Quantitative Study of Mitotic Poisons by the Allium 
Cepa Test: Data and Problems............ccessseee PS See Rep e LER fe Xe re he 423 


Kurze Mitteilung 
Meyer, Paul. Natiirliche Vitalfiirbung bei Hydra attenuata...........0.. cece eee ees 434 





(oo CN REIS SG cae yleneantity Ceara eae Ra 





Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Diannelidis, Themistokles. Zellphysiologische Beobachtungen an den Schlieb- 

zellen von Stratiotes aloides....... yeahs tawane kate siaindie cy sm auin Che dd eden . 12. 1943 
Wittmann, H. Untersuchungen zur Dynamik einiger Lebensvorgiinge von 

Amoeba sphaeronucleolosus (Greeff) bei natiirlichem ,Zeitmoment* und unter 

Zeitraffung........ acu dal es Chanda ee ueusitukue kas coe bdr eacoawe teu teke 19. 7. 1944 
Germ, H. Ein Fall spontaner Plasmasystrophe..... Diievieiapue. de asreate nian ooee 13. 11. 1948 
Stiegler, Adolf. Vitalfirbungen an Pflanzenzellen mit Cresylechtviolett.... 16. 4. 1949 
Lindner, Erich. Zellphysiologische Resistenzuntersuchungen an Ruderal-, 

Wiesen- und: Rubtnrpransen soo. os vs cccccle bees cctededcaveceeows Dbveawtt 4. 1. 1950 
Seemann, Felix. Der Einflu8 der Wirme und UV-Bestrahlung auf die Wasser- 

permeabilitit des Protoplasmas 9. 3. 1950 
Cholnoky, B. J. Uber farbstoffiihrende Zellen der Nemesia strwmosa-Blumen- 

blatter 24. 3. 1950 
Pfeiffer, Hans H. Untersuchungen an Lipoidtropfen in Explantaten in vitro 8. 4. 1950 
Toth, Annemarie. Mikrurgische und mikrochemische Untersuchung der festen 

Anthocyankorper im Bliitenblatt von Pelargonium zonale (Kurze Mitteilung) 2. 5..1950 
Bancher, Engelbert. Mikrurgische Studien an Delphiniwm Anthocyanophoren 

(bes PHONE si ci ed cas coct ene cans cotaasdbnbbnee ae wk wckucwe oh . 5. 1950 
Hiirtel, Otto. Ionenwirkungen auf die Kutikulartranspiration von Blittern.. 15. 5. 1950 
Pischinger, Alfred. Uber die Struktur des Zellkernes (Ein experimenteller 

Beitrag zur Klirung zytologischer Strukturfragen) 3. 6. 1950 
Wiesner, Gertraud. Untersuchungen iiber Vitalfiirbung von Allium-Zellen mit 

basischen Hellfeldfarbstoffen . 7. 1950 
Kratky, 0., M. Ratzenhofer und E. Schauenstein. Beitrige zur Frage der 

Kollagendifferenzierung (Réntgen- und Ultraviolett-spektrographische Ana- 

lyse von embryonalem menschlichem Sehnenkollagen) (Kurze Mitteilung).. 6. 7. 1950 
Héfler, Karl, und Helmuth Schindler, Vitalfirbung von Algenzellen mit 

Toluidinblaulésungen gestufter Wasserstoffionenkonzentration............ . 7. 1950 
Fischer, Herman. Uber protoplasmatische Verinderungen beim Altern von 

Pflanzenzellen (Sammelreferat) ...........cccceccccees wlocgolc-wae moraines 3. 8. 1950 
Héfler, Karl New Facts on Water Permeability (Sammelreferat).......... . 8. 1950 
Drawert, Horst. Das Sulfonamid Prontosil solubile als Vitalfarbstoff (Kurze 

PENGUINS S600: 5 dion sain tials une sisun ceo se ae ae . 9. 1950 
Drawert, Horst, und CharlotteThielke. Protoplasmatische Studien an Erineum 

nervisequum Kunze auf Fagus silvatica L. (Kurze Mitteilung) 
Stéger, Eva Maria. Zur Permeabilitét der SchlieBzellen 
Bejdl, Walter. Der Einflu8 von Ultraschallwellen auf die Entwicklung von 

Froscheiern und auf die Zellteilung der Eier des Pferdespulwurms 





SPRINGER-VERLAG IN WIEN 








Chromosoma 
Zeitschrift ftir Zellkern- und Chromosomenforschung 


Herausgegeben von H. Bauer, Wilhelmshaven, T. Caspersson, Stockholm, C.D. Darlington, 
London, Th. Dobzhansky, New York, L. Geitler, Wien, A. Miintzing, Lund, F. Oehlkers, 
Freiburg i. Br., F. Sehrader, New York, J. Seiler, Ziirich 


Zuletzt erschien: 3. Band, 6. (Schluf-) Heft 
(Abgeschlossen im Marz 1950) 
Mit 44 Textabbildungen. 136 Seiten! S 96.—, DM 32.60, $ 7.80, sfr. 33.80 


Inhalt: Leuchtenberger, Cecilie. A Cytochemical Study of Pycnotic Nuclear Degene- 

ration. — Benazzi, M. Ginogenesi in Tricladi di Acqua Dolce. — Brauer, Irmgard. 

Experimentelle Untersuchungen iiber die Wirkung von Meterwellen verschiedener Feld- 

starke auf das Teilungswachstum der Pflanzen. — Fink, Hanneliese. Experimentelle 

Untersuchungen iiber die Wirkung des Nahrsalzmangels auf die Mitose der Wurzel- 

spitzen von Vicia Faba. — Harte, Cornelia. Die Anwendung der Varianzanalyse bei 
der Auswertung zytologischer Untersuchungen. 


Osterreichische Botanische Zeitschrift 


Herausgegeben von L. Geitler, Wien 


Zuletzt erschien: Band XCVII, 2. Heft 
(Abgeschlossen im Juni 1950) 
Mit 9 Textabbildungen. 92 Seiten. S 46.—, DM 16.—, % 3.80, sfr. 16.50 


Inhalt: Janchen, E. Die Herkunft der Angiospermen-Bliite und die systematische Stel- 

lung der Apetalen. — Biebl, R. Zellphysiologische Beobachtungen an panaschierten 

Abutilon-Pfianzen. — Vago, S.C. Ursachen und Resultate der Einfiihrung des Trypa- 

flavins in die Bakterien-Polkérner-Differenzierung. — Tschermak-Woess, Elisabeth. 

Uber eine Synbacteriose und andere ahnliche Symbiosen. — Baum, Hermine. Septal- 
spalten im Gynézeum von Koelreuteria paniculata. 


Soeben erschien: Elemente der Botanik 


Eine Anleitung zum Studium der Pflanze durch Beobachtungen und Versuche an Crepis 
capillaris (L.) Wallr. 
Von Prof. Dr. E. Heitz, Basel. Mit 167 Originalabbildungen. VIII, 158 Seiten. Lex.-8°. 1950. 
S 66.—, DM 19.—, $% 4.60, sfr. 19.50; gebunden S 75.—, DM 21.50, $5.20, sfr. 22.— 


Soeben erschien: Praktikum der Pflanzenanatomie 


Von Prof. Dr. R. Biebl, Wien, und Dr. H. Germ, Wien. 
Mit 261 Textabbildungen. VI, 220 Seiten. 1950. 
S 69.—, DM 19.50, $ 4.70, sfr. 20.—; in Leinen gebunden S 78.—, DM 22.50, $5.40, sfr. 23.50 





Zu beziehen durch jede Buchhandlung 








